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Sumario 
La publicación de la primera estructura cristalográfica de resolución atómica de un 
miembro de la familia de los receptores acoplados a proteínas G (GPCR) como es la 
Rodopsina Bovina (Rho) (1)marcó el comienzo de los estudios sobre la relación entre la 
actividad biológica y la estructura de estas proteínas (1,2). Si bien se han llevado a cabo 
numerosos estudios de difracción de rayos X de las estructuras de GPCRs desde ese 
momento, dada la dificultad de cristalización de este tipo de proteínas, aun no se dispone 
hoy en día de la estructura tridimensional a nivel atómico de un gran número de GPCRs, 
entre ellos del receptor de Neuroquinina (NK1-R). Sin embargo, dado que los GPCRs 
comparten una estructura de 7 hélices de transmembrana enlazadas por loops se han 
podido producir modelos de diferentes receptores de membrana por homología de 
secuencia (2; 3; 4).   
 
El receptor NKI-R está involucrado en muchos eventos celulares de inflamación, dolor, 
trastornos  neuronales, del sistema digestivo y del sistema inmune, incluyendo cáncer 
(4), un modelo 3D de este receptor puede ser utilizado para conocer con más detalle 
los principios básicos moleculares de su actividad biológica y ser utilizado en el diseño 
racional de fármacos. En el presente trabajo se ha obtenido un modelo del receptor 
NK1R mediante modelización por homología de secuencia (HM) y dinámica molecular 
(DM), utilizando la estructura 3D de alta resolución (1.8 Å) del receptor delta-opioide 
presentado el 2014. El modelo final fue utilizado para el anclaje de cinco antagonistas no 
peptídicos, confirmando las interacciones con  ciertos residuos presentes en el sitio 
activo, en concordancia con estudios de mutagénesis dirigida. Estos resultados han 
permitido definir un farmacóforo 3D que cumplió con al menos dos puntos, al evaluar 
el docking con  5 diferentes antagonistas no peptídicos, conocidos por su eficacia 
terapéutica  y su alta afinidad por el receptor.  
 
El modelo refinado del receptor NK1-R sugiere algunos residuos claves en el sitio de 
unión, de  los cuales no se tiene referencia en estudios previos de mutagénesis dirigida, 
así mismo el farmacóforo obtenido presenta características útiles para el diseño 
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racional de fármacos esto puede significar nuevos retos para futuras investigaciones. 
Los resultados y conclusiones obtenidos se detallan en las secciones respectivas del 
presente informe. 
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Abreviaturas y Acrónimos 
A2R     Receptor de Adenosina  
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AMBER  Assisted Model Building with Energy Refinement  
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Gαq     subunidad alfa de la proteína Gq  
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GPCR   G protein coupled receptor. Receptor acoplado a proteína G  
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MC                          Modelización Computacional 
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PDB   Protein Data Bank, Banco de Datos de proteínas. 
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1 Introducción 
El dolor es un tema de constante de preocupación por las autoridades sanitarias y por 
el público en general. La búsqueda de recetas para su alivio, ha llevado a civilizaciones 
antiguas a registrar en piedra relatos sobre el sufrimiento ocasionado por el dolor e 
incluso hay restos arqueológicos que revelan tratamientos desde tiempos remotos. La 
International Association for the Study of Pain (IASP) define dolor como: “Una 
experiencia sensorial y emocional desagradable, asociada con daño tisular real, potencial 
o descrito en términos de tal daño y anualmente se invierten millones de dólares en 
investigaciones con respecto a nuevos fármacos contra el dolor e inflamación”.  
En 1931, Euler and Gaddum descubrieron que el neurotransmisor involucrado en la 
transmisión del dolor era la Substance of Pain (Substance P) (5) o sustancia del dolor 
cuya  estructura química corresponde al undecapéptido (H-Arg1-Pro2-Lys3-Pro4-Gln5-
Gln6-Phe7-Phe8-Gly9-Leu10-Met11-NH2). La substancia P es un mediador esencial en 
los primeros pasos de las reacciones inflamatorias y dolor, principalmente las originadas 
por lesiones. Su acción se realiza por unión a un receptor acoplado a una proteína G 
(GPCR) que está presente en la membrana de las células nerviosas (6) conocido como 
receptor de neurokinina-1 (NK1R).  
 
En humanos el NK-1R se expresa en una variedad de tipos celulares (7) (8) (9) y está 
implicado en diversas enfermedades de alta preponderancia como por ejemplo, la 
enfermedad de Crohn, la colitis ulcerosa, desordenes afectivos, esclerosis lateral, 
enfermedad de las neuronas motoras, epilepsia, Parkinson, cáncer etc. (10; 9). Los 
receptores de taquiquininas (familia a la cual pertenece el NK-1R) son investigados por 
su gran perspectiva de uso terapéutico.  
El objetivo del presente proyecto de investigación es obtener un modelo atomístico del 
receptor NK1R a partir de la estructura conocida de un receptor que se utiliza como 
plantilla y que es posteriormente refinada utilizando dinámica molecular (3). El modelo 
final del receptor se obtiene de la estructura promedio y posterior minimización. Con 
el modelo generado se realizaran estudios de anclaje molecular (docking) con diversos 
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ligandos, lo que nos permitirá validar el modelo al identificar los residuos involucrados 
en la unión ligando-receptor que se señalan en los estudios de mutagénesis dirigida 
descritos en la literatura. Finalmente, se propone un farmacóforo que caracteriza el sitio 
de unión ligando-receptor.  
Además del objetivo fundamental señalado en el párrafo anterior, otros objetivos 
secundarios son el racionalizar el efecto de la elección de la estructura del receptor de 
plantilla y el proceso de refinamiento por dinámica molecular de la proteína, tanto el 
efecto de hacer el refinado con un ligando o de conocer la influencia del tiempo de la 
trayectoria.  
1.1 Receptores de membrana y la superfamilia de Receptores acoplados a 
Proteína G   
La membrana plasmática es una bicapa de fosfolípidos que presentan interacción con 
iones y proteínas, está presente en células y orgánulos. Las proteínas que se encuentran 
incrustadas en la bicapa se clasifican en 2 grupos: Integrales y Periféricas. Las proteínas 
integrales están además divididas en: transmembrana (TM) y proteínas monotópicas, se 
organizan por segmentos de polipéptidos que sirven como: canales de iones, receptores 
y transductores de energía, los cuales transmiten información del medio extracelular al 
intracelular (11), algunos presentan actividad enzimática o están asociados con enzimas. 
Un gran grupo de estas proteínas son los receptores que activan la proteína G, 
transmisora de mensajes al siguiente intermediario, son los denominados GPCRs (12). 
En los seres humanos aaproximadamente 400 no sensoriales y cientos sensoriales, 
comprende una de las mayores familias de proteínas codificadas por nuestro genoma, y 
de otros mamíferos, aunque existe la presencia de GPCRs  bacterias, levaduras,  
nematodos, otros grupos de invertebrados y plantas lo que nos enfoca a favor de un 
origen evolutivo relativamente temprano de este grupo de moléculas. Muchos de sus 
ligandos son conocidos, pero todavía hay una larga lista de "receptores huérfanos" (13). 
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1.1. Distribución de los GPCR   
La distribución de los diferentes GPCRs ha sido establecida gracias a los numerosos 
estudios farmacológicos y genéticos realizados. Estudios con radio ligando han revelado 
la presencia de GPCR en células del sistema nervioso central y periférico, además de 
otros tejidos como retina, sistema digestivo, inmune y respiratorio (14; 15; 16). Los 
miembros de esta familia excitan neuronas, evocan respuestas conductuales, son 
potentes vasodilatadores, secretores y permiten la contracción de muchos  músculos, 
intervienen en la visión, en respuestas hormonales, son receptores de odorantes,  etc. 
(17) , son los responsables de más de 30 enfermedades en humanos (18)  siendo el 
blanco de más del 50% de las drogas desarrolladas (19). 
Se ha descrito la participación de los GPCRs  en la visión con la presencia de los 
receptores de Opsina y la Rodopsina, como parte de receptores olfativos está las 
feromonas y los receptores vomero nasales, que forman parte del epitelio olfatorio. La 
regulación conductual en el SNC se realiza gracias a los receptores GABA, glutamato, 
serotonina, dopamina y otros neurotransmisores, participan también en las vías 
simpática y parasimpática del SNP, son responsables de muchas de las funciones vitales 
como presión sanguínea, latido cardiaco y procesos digestivos. Como se ha mencionado,  
en el sistema inmune y procesos inflamatorios son los receptores de quimoquinas, 
receptores de histamina, y otros mediadores inflamatorios (7)los que están presentes a 
este nivel. Con lo cual se sabe actualmente que están involucrados casi todos los 
procesos que implique intercambio  de información a nivel intracelular y numerosos 
estudios pusieron de manifiesto también, la localización nuclear de estos receptores (20). 
1.2. GPCRs: Estructura, función y clasificación   
Los GPCRs son proteínas transmembrana que desde su descubrimiento están 
asociados a procesos de intercambio iónico, transmisión de diversos estímulos y la 
comunicación celular. Los GPCRs reconocen elementos extracelulares llamados 
ligandos, los cuales no pueden atravesar directamente la membrana, estos ligandos 
pueden ser: iones, hormonas, odorantes, aminas, lípidos, fotones, neurotransmisores, 
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antígenos que se encuentran en las membranas de células vecinas o de patógenos, 
péptidos etc. (21). 
Se han obtenido grandes avances en conocer la estructura y función de los GPCRs, el 
premio nobel de Química en el 2012 fue obtenido por las investigaciones de Kobilka y 
Leftkowitz en esta área (22), a esto se suma a los avances en química computacional, y 
técnicas de cristalografía  de alta resolución que han permitido entender sus amplias 
funciones, que dependen principalmente del reconocimiento molecular. Mediante 
mecanismos precisos de activación y desactivación, se logra una respuesta amplificada 
del estímulo externo en el interior, lo cual incrementa el número de  moléculas de señal 
involucradas, aunque estas presentan una vida limitada en su estado activo. Parte de este 
intrincado mecanismo de unión y separación (23) lo forman los enlaces covalentes 
reversibles como enlace  de hidrogeno o puentes disulfuro, interacciones electrostáticas 
etc. entre las moléculas del ligando y receptor, (24). 
En la actualidad se conoce al menos 826 GPCRs hasta la redacción del presente estudio 
y  poco más de una veintena de estructuras están determinadas en cristalografía de alta 
resolución (25), todos los GPCRs presentan una estructura tridimensional de siete 
hélices alfa transmembrana (TM) ver Fig. 1 y una hélice corta, son altamente hidrofóbicas 
(26) ,están unidas en su parte intracelular a proteínas heterotrímeras G es decir que se 
compone de  3 subunidades a,  b  y g , pero existen muchos productos génicos que 
codifican para cada subunidad ( 20a, 6b , y 12g) de los productos génicos conocidos, 
cuatro clases principales de proteínas G se pueden distinguir : Gs , que activa la adenilato 
ciclasa ; Gi , que inhibe la adenilato ciclasa; Gq , que activa la fosfolipasa C ; G12 y G13 
, estos últimos de función desconocida. 
 
Los GPCRs presentan una baja similitud de secuencia a nivel filogenético, no obstante se 
presentan algunos residuos conservados (27). Sobre la base de la conservación del 
patrón de la secuencia primaria  de aminoácidos, se permite agruparlos  en familias 
aunque existen otros criterios de clasificación (Ver Anexo A .1).   
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Fig. 1 Izquierda: Esquema de la RHO, Con sus 7 TM con extremo N-terminal extracelular y el extremo C-Terminal Intracelular, 
Derecha: Esquema de las hélices 7, indicando el núcleo transmembranal.  
 
Los siete dominios TM son diferentes y en sus fases extra e intracelulares, cada uno 
posee entre 20 y 27 aminoácidos. El dominio transmembrana TM3 es el más 
diferenciado, posee un aminoácido variable, inmediatamente después de una cistina 
conservada, el cual indica el tipo de ligando para el receptor. Cuando son activados por 
los ligandos apropiados los GPCRs usualmente pueden reconocer y activar más de una 
proteína G, pero solo interactúa con un subtipo específico de las muchas y 
estructuralmente similares proteínas G, que pueden estar expresadas en una sola célula. 
La información estructural codificada para reconocer el tipo de proteína G con la cual 
se va a acoplar, se encuentra en las secuencias de aminoácidos, el acople a una 
determinada proteína G es responsable del efecto particular sobre una vía de 
señalización intracelular y esto lo garantiza una estructura específica de los lazos 
citoplasmáticos del GPCR en la región C-terminal. (Ver Fig. 2)  
NUCLEO TRANS 
MEMBRANA 
Alfa 
Hélice 
corta 
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Fig. 2 Izquierda, estructura terciaria de un GPCR: TM  acoplado a proteína G trimérica, Derecha esquema de estructura de las 7 
alfa hélice transmembrana  con la zona N terminal externa y C terminal Interna con sus lazos extra e intracelular.  
 
Como se observa estos 7 dominios están unidos entre sí por lazos polipeptídicos 
también llamadas “loops”, tres intracelulares ( ICL1-ICL3), el ICI de entre 5 y 7 
aminoácidos, ICL 2 de 10-12 aminoácidos, el lazo largo ICL3 compuesta básicamente 
de aminoácidos hidrofílicos cuya longitud más frecuente es de aproximadamente 50 
residuos, entre las TM5 y TM6 que es el sitio de interacción o anclaje a proteína G, un 
cuarto lazo citoplasmático puede formarse cuando el segmento C- terminal, a nivel 
citoplasmático, se une a la membrana por atracción lipídica a la cadena de aminoácidos 
(palmoitilación) ver Fig. 3 
 
 la proteína G heterotrimerica en 
rojo, naranja y marrón 
Proteína G acoplada al 
receptor  en azul, en 
naranja la hormona 
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Fig. 3  Esquema simple que describe la ubicación extra, trans en intra membrana de los GPCRs y su punto de Palmitoilación. 
 
Estudios de mutagénesis dirigida demuestran que el extremo C terminal del tercer bucle 
intracelular de los receptores se une a esta región C-terminal en subunidades Ga. este 
segmento es importante para la regulación y funcionalidad de la proteína, permitiendo la 
desensibilización e internalización de las señales. El segmento N-terminal extracelular 
del NK1R presenta un sitio glucósilado que se cree interviene en el reconocimiento del 
agonista. Otra característica entre los GPCRs son las 3 lazos extracelulares que son de 
distinto tamaño y en algunos casos presentan formaciones de hoja beta, el ECL 3 tiene 
un tamaño más estable que oscila entre 3 y 18 aminoácidos, los otras dos lazos (ECL2 y 
ECL3) tienen mayor variabilidad en su tamaño y se considera que también intervienen 
en la unión con los ligandos (28). Los loops en el caso de la familia A contienen residuos 
de Cisteína altamente conservados que forman puentes disulfuro.   
Todas estas características han hecho posible clasificarlos según diversos criterios, uno 
de estos es el sistema de nomenclatura GRAF que se ha obtenido mediante el análisis 
filogenético de la mayoría de GPCRs conocidos en el genoma humano los distribuyen 
en 5 familias divididas en diferentes subgrupos, otro sistema es el de IUPHAR que los 
agrupa en clases de A - C: Clase Adhesión , Clase Frizzled y otras proteínas 7TM (29) y 
según su interacción con el ligando por ejemplo, los GPCRs pueden ser divididos en 6 
clases denominadas de la A la F clasificación según Kolakowski (ver tabla 1) (28) . 
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Tabla 1: Clasificación Según Kolakowski 
Secuencia basada en agrupación de GPCR´s (Receptores acoplados a proteína G) 
Clase A: Receptores de estructura similar a la Rodopsina. 
Familia I  Receptores Olfatorios, receptores de adenosina, receptor de melanocortina, and otros 
Familia II Receptores aminos piogénicos 
Familia III Opsinas de Vertebrados and receptores de neuropéptidos 
Familia IV Opsinas de Invertebrados 
Familia V Quimosinas, Quimostáticos , Somatostatina, Opioides y otros 
Familia VI Receptores de Melatonina y  otros. 
Clase B: Receptores de calcitonina and relacionados 
Familia I   Receptores de Calcitonina, similares a la calcitonina, and receptores CRF  
Familia II  Receptores PTH/PTHrP (Paratiroides receptor hormonal) 
Familia III Receptores de Glucagón, secretina y otros 
Familia IV Receptores de Latrotoxina y otros 
Clase C:  Receptores Metabotrópicos, de Glutamato and relacionados 
Familia I  Receptores Metabotrópicos glutamato   
Familia II Receptores de Calcio  
Familia III Receptores GABA-B  
Familia IV Receptores Feromonas Putativas 
Clase D: STE2 Receptores Feromonas 
Clase E: STE3 Receptores Feromonas  
Clase F: Receptores Camp 
 
La Clasificación por el sistema GRAFS incluye la familia Glutamato, Rodopsina, Adhesión, 
Frizzled y Secretina, la segunda más larga la familia adhesión contiene un grupo de GPCRs 
separado del resto, donde se incluye al factor de crecimiento epidérmico (EGF) cuya 
importancia se encuentra en el extremo N-terminal altamente glucósilado (dominio) 
actuando como un mucilago que da estructura y unión a la película superficial de la célula, 
jugando un papel preponderante en la especificidad funcional celular.  
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Funcionalmente, en el caso de los GPCRs, la transmisión de señales al interior celular se 
efectúa mediante la disociación de las subunidades alfa, beta y gamma de la proteína G, 
las cuales actúan sobre efectores (enzimas, canales iónicos en el medio intracelular) 
modificando la producción de segundos intermediarios: AMPc y GMPc, Inositol 
trifosfato, diacilglicerol, y calcio al interior celular. Diferentes receptores pueden 
converger en una sola Proteína G, y en muchos casos un único receptor puede activar 
más de un tipo de proteína G para emitir varias señales intracelulares aunque en otros 
casos, parece única la interacción, específica de un único receptor con una proteína G. 
Existe alto grado de selectividad impartida por los heterotrímeros G específicos, los 
receptores discriminan incluso entre las proteínas G relacionadas dentro de la misma 
familia (14).Algunos de los GPCRs como por ejemplo los de la clase C glutamato GABA 
receptores son dímeros funcionales.  Se han reportado homodímeros, heterodimeros y 
oligómeros para generar incluso nuevas funciones, (30) 
1.2 La Familia Taquiquininas y sus receptores.  
Los receptores de Taquiquininas son GPCRs de amplia distribución en diferentes 
especies de animales desde invertebrados a mamíferos (31) (32) cuyo ligando específico 
son un tipo de proteínas llamadas Taquiquininas. Los receptores de taquiquininas en 
mamíferos se encuentran principalmente en el SNC y SNP, pero también se expresan 
en el sistema gastrointestinal, urogenital, cardiovascular y otros, estudios de enlaces con 
ligandos irradiados, verifican la presencia de receptores de taquiquininas NK1 y NK3 en 
el cuerno dorsal del cordón espinal en humanos, donde intervienen en el umbral de 
respuesta de estímulo nocivo, de allí su relación con el dolor aunque no es el único 
neurotransmisor implicado (33). Otro particular rol ha aparecido con el hecho las 
taquiquininas podrían actuar como factores de crecimiento, como mensajeros entre el 
sistema  nervioso y el sistema inmune, además en el sistema estriatonigral (sistema 
asociado a la enfermedad de Parkinson y otras) (34; 31). Se cree que las taquiquininas 
proceden de un solo ancestro común, podemos ver el árbol genealógico recientemente 
descrito de las taquiquininas por Pennefather (35). 
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Fig. 4  Interrelaciones evolutivas entre las secuencias de aminoácidos de los receptores de 
taquiquininas, examinados por su significancia y vecindad  en el árbol genealógico. La robustez de 
las ramas indican valores de raíz principal, están incluidos fuera de estos grupos el receptor de 
Neuromedina B en ratas y el receptor humano FM3 .El número de aminoácidos en las secuencias que 
son mostrados en las ramas en orden ascendente. La Escala gris de separación indica mayor cantidad 
de diferencia entre taxones. (Pennefather y col 2004) 
Inicialmente se describieron 3 tipos de taquiquininas con sus 3 tipos de receptores 
respectivos, el receptor de NK1presenta mayor afinidad por la Sustancia P (NK1), la 
NK2 receptor con mayor afinidad por la NK2 y la NK3 con mayor afinidad para el 
receptor de NK3. (36) Actualmente se asocia a este grupo el Neuropéptido K, 
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Neuropéptido  γ  y la Hemoquinina I (37), (38), (39). Su afinidad no es selectiva, pero si 
preferente por lo que la sustancia P tiene afinidad, por el receptor NK2 y NK3 pero 
mucho menor que por NK1, el receptor NK2 tiene afinidad por el Receptor NK1 y 
NK3 pero menor en comparación con su afinidad por NK2. Se cree que existe también 
un receptor NK4, que podría expresarse en las células placentarias (40) (41).   
 
Las taquiquininas comparten una secuencia común del carboxilo terminal, Phe-X-Gly-
Leu-Met-NH2 H2 (X es Phe o Val) y como se ha mencionado ejercen sus actividades 
fisiológicas en base a la activación de los 3 subtipos de receptores SP, NKA y NKB (ver 
Fig. 5 ), reguladas por degradación enzimática, por el sistema convertidor de angiotensina 
(ACE ) y endopeptidasa neutral (NEP) aunque también son degradadas por otras enzimas 
proteolíticas incluyendo la enzima degradadora de sustancia P (SPDE) (42). Los 
Receptores TACR1, TACR2 and TACR3 (Otra denominación para los receptores NK) 
pertenecen a la Clase de receptores similares a la Rodopsina (RHO), del Grupo Beta, 
presentan las características típicas del grupo o motivos. El motivo NsxxNPxxY en la 
7ma hélice TM y el triplete Glu/Asp–Arg–Tyr, conocido como motivo DRY al borde de 
la 3era hélice TM ( (27) y el dominio conservado de Cys.   La localización de las regiones 
amino y carboxilo terminales permiten también regular la funcionalidad del receptor, ya 
que la región amino puede ser glucósilado y la región carboxilo está expuesta a otras 
moléculas de señalización, como quinasas y las proteínas arrestinas, responsables de 
procesos de sensibilización, desensibilización e internalización que regulan actividad de 
TACR1. (43)  
 
Fig. 5 Taquiquininas de Mamífero y su secuencia de aminoácidos. 
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1.3. Receptor de Neuroquinina (NK1R) 
El receptor de Neuroquinina 1, es un neurotrasmisor peptídico del tipo taquiquininas,  
conformado por 407 aminoácidos y un peso molecular de 58000 kd. (44), de ubicación 
transmembranal preferente pero no exclusivo para NK1 o sustancia P, con una  afinidad 
de 0,05 -05 nM. (42; 45),  existe una identidad del 40% entre los 3 tipos de receptores 
NK1R, 2 y 3,  (46) (Ver Anexo A .2), además existen otras taquiquininas como la 
Hemoquinina 1 y la Endoquinina las cuales presentan también una alta selectividad por 
el NK1R. (47). 
 
El NK1R ha sido ampliamente estudiado, por ejemplo se ha  reportado en retinas de 
mamíferos (48) (16),  en ratones, formando parte de efectores motores contráctiles, 
incluso diversos subtipos de NK1R han sido clonados en bovinos y en ratas. En 1991 
fue clonado por primera vez en humanos, producto del gen TACR1 (49). El NK1R 
humano presenta un 94.5% de homología con el NK1R de rata  (46). En fisiopatología, 
se sabe que el NK1R está implicado en diversas condiciones de asma, enfermedades 
inflamatorias, dolor, psoriasis, migraña, Parkinson, Esquizofrenia, Emésis, Depresión, 
Ansiedad, Migraña etc. (50)  La estructura 3D de este receptor no ha sido determinada, 
pero se sabe que consta de 7 dominios transmembrana como el resto de la familia A 
de GPCRs a la cual pertenece, con las 3 lazos intra y extracelulares. El segundo y tercer 
loop o lazo exterior está relacionado con la unión a los agonistas y antagonistas, el 
extremo C terminal contiene residuos de serina y treonina que al fosforilarse causan 
su desensibilización a la Sustancia P. Contiene 9 residuos conservados de cisteína, 2 de 
ellos extracelular y 2 intracelular probablemente Cys105 y Cys180, el resto TM (51). 
Las lazos intracelulares presentan 2 residuos de cisteínas formando un puente disulfuro 
Asp-Arg-Tyr que permite su asociación a la arrestina e interactuar con la proteína G. 
Los lazos extracelulares contienen un puente disulfuro que es esencial como parte del 
sitio de unión de la SP. En el segmento III presenta el triplete DRY conservado, 
importante funcionalmente. 
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El receptor de NK1 se desensibiliza (inactivación) por fosforilación y desanclaje de las 
subunidades de proteínas G donde intervienen la fosfoquinasas 2 y 3, el receptor se 
activa cuando se reconstituye. Existen algunos sitios de consenso donde se cree que se 
produce la fosforilación por quinasas y proteína quinasa C uno es en el tercer bucle 
intracelular y C-terminal (7), y el truncamiento de la C-terminal en la posición 338, se 
ha observado que cuando se elimina algunos de estos posibles sitios de fosforilación, 
se disminuye la desensibilización. El receptor de NK1 fosforilado se puede unir a la 
molécula de arrestina  y desacoplar las proteínas G. Por ejemplo, el inositol 
pentaquifosfato interrumpe las interacciones de arrestinas con los receptores y atenúa 
la desensibilización del receptor de NK1 (44). El proceso se invierte mediante 
endocitosis, por la acidificación del medio lo cual permite la disociación de la SP y el 
Receptor de NK1, y degradando las sustancias generadas en cada una de las vías 
(defosforilación del receptor e inhibición de fostafasas), si se inhiben las fosfatasas se 
permite la movilización de Ca2 intracelular, pero los mecanismos aun no se conocen 
en su totalidad. 
 
Fig. 6 Esquema del NK1R  muestra la palmoitilación y el sitio de unión con la Proteína G (52) 
 
Glucosilación Extracelular 
Probable sitio de unión a ligando 
Respuesta celular Ser / Thr  
Palmoitilación intracelular 
Interacciones 
proteína G 
extracelular 
Intracelular 
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1.4. Agonistas y Antagonistas 
El principal agonista del NK1R es la sustancia P su ligando natural, el undecapéptido 
que presenta un extremo terminal común a todas las taquiquininas (Phe, Xaa, Gly, Leu, 
Met, NH2) siendo la Xaa el residuo variable entre las taquiquininas (53) La SP es un 
ligando preferente, que se une al NK1R en el sitio ortostérico, aunque existe  otras 
Neuroquinina como la NKA y NKB agonistas parciales que comparten el dominio de 
unión pero, con menor afinidad.  NK1R – NK1 >NKA >NKB (grado de afinidad 
agonista) (54).  
Han sido desarrollados otros agonistas sintéticos selectivos, capaces de activar solo  un 
tipo de receptor, como el DiMeC7 (pGlu5,MePhe8,Sar9)-SP, el Septide (Glp6, d-
Pro9sp),[Sar9, Met (O2)11]-SP derivados de la SP modificados para evitar su 
degradación por las peptidasas, el remplazó de los aminoácidos de SP, por su 
enantiómeros D y otros aminoácidos, entre otras modificaciones brinda una alta 
afinidad y selectividad por el NK1R, recientemente otros agonistas han sido 
desarrollados [Pro9, Met(O2)11]SP , substance P (6-11)-O-benzyl, Orn(6)-Glu(O-
benzyl)(11)- con gran potencia y selectividad por el NK1R y el Cycloseptide altamente 
afín y con mayor resistencia a las peptidasas (55) .  
 
Paralelamente se ha estudiado sustancias que inhiben el receptor NK1 bloqueando la 
activación del receptor manteniéndolo en su estado inactivo y son conocidos como 
antagonistas los cuales no se les confieren ninguna actividad pero si afinidad por el 
receptor, algunos son derivados de la SP con muy poca potencia,  actividad  
parcialmente agonista y alta toxicidad a nivel del SNC. En 1980 se desarrolló el primer 
antagonista [D-Pro2,D-Trp7,9]-SP (56) sustancia pequeña hidrofóbica no peptídica, que 
presentaba efectos secundarios neurotóxicos, esta primera generación de antagonistas 
presentaban poca selectividad aunque algunos como Spantide I (D-Arg-Pro-Lys-Pro-
Gln-Gln-D-Trp-Phe-D-Trp-Leu-Leu-NH2)   y Spantide II (Nicotinoyl-Lys-Pro-3Pal-Pro-
Cl-Phe-Asn-Trp-Phe-Trp-Leu-Nle-NH2) que tienen una mejor biodisponibilidad y eran 
libre de neurotoxicidad.  Se conocen varias desventajas para el uso de los antagonistas 
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peptídicos, como su baja biodisponibilidad, su baja solubilidad y su sensibilidad a las 
peptidasas, por lo que  se ha optado por diseñar antagonistas no peptídicos más 
selectivos y con mejores características, forman parte de la tercera generación de 
antagonistas. 
El primer antagonista no peptídico del NK1R fue el  CP96345 ((2S, 3S)-cis-2-
(Diphenylmethyl)-N-[(2-methoxyphenyl) methyl]-1-azabicyclo [2.2.2] octan-3-amine), 
diseñado por la compañía  Pfizer ver Fig. 8.  
 
Fig. 7:Estructura 2D del CP96345, diseñado por Pfizer 
   
 A él se han sumado muchos otros antagonistas altamente específicos y selectivos (57) 
(58), con eficacia clínica como analgésicos, antiinflamatorios, antidepresivos, 
antieméticos, etc. y recientemente su participación directa en la inhibición del 
crecimiento tumoral de ciertas células (59) (60) (61). Para el caso del CP96345, 
presenta mucha más afinidad al NK1R expresado en humanos, jerbos, conejos, cobayas, 
gatos y monos, pero presentan una menor afinidad para NK1R de ratones y ratas. 
Estudios de mutagénesis dirigida revelan que la diferencia entre la secuencia de 
aminoácidos de los NK1R entre ratas y humanos es mínima,  pero suficiente para 
afectar la afinidad por el antagonista. 
 
Existe gran variedad de antagonistas no peptídicos, algunos muy diferentes 
estructuralmente, en el grupo de los esteroides tenemos a la imidazoquinoxalina 
cianina, entre otros WIN 51078 presenta buena afinidad y probada actividad biológica, 
mayor en otras especies que en humanos, otro grupo son las perhidroisoindolonas al 
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cual pertenece el RP 67580 (ver Anexo A .8 ) desarrollado por Rhone-Poulenc, con un 
Ki de 4,2nM cuya estructura presenta 3 anillos aromáticos y la rigidez otorgada por el 
núcleo perhidroisoindololona biciclica, la especificidad de este antagonista por el NK1R 
en ratas y ratones es mayor que en humanos a diferencia del CP96345 (62),  las 
benzilamino y benzilether quinuclidinas donde pertenece el CP96345, presenta una 
anclaje de quinuclidina rígido con un N de base y los grupos metoxibenzil y benzhidril 
que permiten una alta afinidad por su interacción con el hNK1R, otro ejemplo de 
quinuclidinas con alta afinidad selectiva para el hNK1R es el L 703, 606 (63).  Más tarde 
el anillo de quinuclidinas fue cambiado por el de piperidina y el benzhidril por el grupo 
benzil, se obtuvieron las benzilamino piperidinas como el CP-99, 994 (64) que presentan  
una alta afinidad por el hNK1R (Ki= 0,25Nm) y gran potencia anti-emética, aunque es 
bastante diferenciado entre especies, ya que no presenta la misma afinidad por NK1R 
de humanos que la CP 96345 (65). Se obtuvieron otras series de quinuclidinas con 
diferentes sustituciones, así fue como el grupo Merck desarrollo las primeras benzileter 
piperidinas, que cambia la benzilamina del grupo CP-9994 por el 3,5-bistrifluoro methyl 
benzilether, llamado L 733, 060, posee alta afinidad por el hNK1R, también reducida 
actividad sobre los canales de Ca+2, reduciendo efectos secundarios a nivel del SNC, 
existen  otras piperidinas como la SR140333, Ki=0019 y otro componente como el 
MDL 105212 con modificaciones de los anillos como la adición del anillo de pirrolidina, 
confiriendo alta afinidad y biodisponibilidad.  Los antagonistas basados en moléculas del 
triptófano como el LY 303870 (Lanepitant) desarrollados por laboratorios Lilly, 
optimizan el anillo amida triptófano n-acetilado para conferir flexibilidad a la cadena, 
con dos anillos piperidinas que incrementan la afinidad por el NK1Rh, permitiendo su 
orientación cara a cara con los grupos aromáticos presentes el en NK1R, presentando 
un IC50 de 0,15nM, buena biodisponibilidad y una acción prolongada de 8 horas (66) . 
 
Con el desarrollo de los diferentes antagonistas al estudiar su estructura y función,  se 
ha podido llegar a determinar ciertas características como por ejemplo: su alta 
especificidad por los receptores de membrana de diferentes especies., en el caso del  
receptor NK1 humano es 100 veces más afín por el antagonista CP96345 que por el 
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mismo receptor NK1 de cobaya, el RP67580 en cambio tiene una afinidad por el NK1R 
que aumenta en ratas y ratones más que en NK1R de humanos. Esta diferencia en la 
especificidad depende principalmente de la variación de ciertos aminoácidos del NK1R 
por especies (Ver Tabla 2), se sabe también que los sitios de unión de los antagonistas 
al hNK1R,  no son idénticos para cada tipo de antagonista o son parcialmente distintos 
(se observa solo algunos residuos comunes de unión) (67) . Todos estos resultados son 
basados en diversos estudios de mutagénesis dirigida y estudios de homología entre 
secuencias de los receptores, dando lugar a varias teorías acerca del modo en que 
funcionan los GPCRs. Se ha dado importancia a algunos residuos, ya que son claves en 
los sitios de unión ligando-receptor demostrándose que afectan la afinidad, la 
especificidad y varían dependiendo del tipo de ligando, esto ha permitido mejorar la 
interacción y la afinidad de nuevos antagonistas a partir del conocimiento de las 
estructuras químicas que son estrictamente necesarias para su anclado al receptor (68) 
(69).  
 
Tabla 2 : Variantes interespecíficas en farmacología (antagonistas) del receptor NK1 para la inhibición de la SP (nM) Obtenida de 
SP and Related Tachiquinines Neuro-psicofarmacología capitulo13  pág. 171 
 
 
 
En el caso de los antagonistas de NK1R no se ha demostrado que tengan una alta 
eficacia contra el tratamiento del dolor, porque se cree que en paralelo participan más 
neurotransmisores como el glutamato, NKA, etc. pero si se han reportado alta eficacia 
en otras patologías donde también interviene el NK1R y la SP por lo que como ya se 
dijo representan un excelente grupo para nuevas investigaciones en el diseño de 
fármacos.    
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1.5. Sitios de unión a la SP y Residuos involucrados 
Los estudios del Receptor del NK1 y su relación con la sustancia P, principalmente el 
análisis de mutagénesis dirigida han podido demostrar que la SP  se une a las 
terminaciones o lazos extracelulares ECL1 y ECL2 y las hélices TM, concretamente 
involucra los residuos 23 al 25, donde se produce la glucosilación extracelular y los 
residuos His108, Phe268 y Tyr287 que son de importancia para la unión de la SP, ver 
Fig. 6 Esquema del NK1R  muestra la palmoitilación y el sitio de unión con la Proteína 
G, también los residuos del segundo lazo extracelular están involucrados, en donde se 
ha establecido que la  Cys180 forma un puente disulfuro al interior con la Cys105 
esencial para el anclaje de la SP (70), otros residuos como Phe 7, Leu 10 y Met 11 
también afectan la afinidad a la SP cuando son reemplazados (71).  El segmento proximal 
del receptor de NK1 es suficientemente flexible y dinámico para permitir la eficiente 
formación de múltiples sitios de unión aunque probablemente únicamente los residuos 
involucrados en algunas de estas posiciones son capaces de interactuar directamente 
con el ligando y al final formar el complejo (72; 73). También debe tenerse en cuenta 
que el ligando puede tener varios modos intermedios en su camino de unión hasta 
llegar a la más alta afinidad, que sería el sitio de unión al SP, de estos Met174 y Met181 
se han identificado previamente como implicados en unión de SP (74) (75) (76). Y se 
han identificado dos interacciones adicionales Glu172 e Ile182. Actualmente se sabe 
que en el lazo extra celular sólo cuatro de veintitrés residuos evaluados son positivos 
para la unión a SP (72).  
Tanto la mutagénesis y experimentos bioquímicos con una variedad GPCR incluyendo 
el NK1R sugieren que la activación del receptor por unión con el ligando causa cambios 
en las orientaciones relativas de las hélices transmembrana 3 y 6. Estos cambios afectan 
la conformación de la proteína G que interactúa con las lazos intracelulares del 
receptor ICL2 e ICL3 y así destapa el sitio de unión de estas proteínas  enmascarado 
previamente, induciendo la liberación de GDP de la proteína heterotrímeras G y por 
consiguiente desatando una serié de eventos intracelulares que no detallaremos. Otro 
estudio como la espectroscopia por resonación guiada por ondas plasma, revela que 
probablemente existen distintos sitios de unión para los diferentes agonistas en un 
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mismo receptor y este sitio como se ha comentado, envuelve los lazos extracelulares 
y los segmentos TM en un complicado y coordinado proceso. Se concluye que un 
mismo receptor el NK1, presenta o comparte sitios de acción para diferentes ligandos 
SP,  NKA y NKB pero que existen algunos residuos que pueden afectar la actividad y la 
afinidad aunque no del mismo modo . (77) 
 
A diferencia del sitio de unión de la SP,  los antagonistas tienen un lugar distinto de  
unión que el endógeno de ligando (78) y también causan que el receptor cambie su 
conformación activa incrementando o no la afinidad por el ligando endógeno. Los sitios 
de unión a sus antagonistas  se encuentran más profundamente entre los segmentos 
transmembrana (79) y no comparten residuos o sitios de unión en común (80). Este 
principio de interacción de los ligandos endógenos en relación a los antagonistas no 
peptídicos,  se ha tornado en un fenómeno general incluso para muchas hormonas 
peptídicas y otros receptores de neuropéptidos.  
 
Los aminoácidos más conservados  o de residuos claves en el centro de unión están en 
relación con los iones (Na +) y tienen un papel clave en la función común del receptor, 
cualquier variación en estos y sus residuos circundantes afectan también el cúmulo de 
agua y Na +, así como su dinámica y perfiles de activación. Se sabe también que su 
entrada extracelular al sitio activo está restringida por la cadena lateral de algunos 
aminoácidos, la comprensión de los detalles estructurales y funcionales del sitio de 
unión, ha permitido diferenciar algunos residuos que tendrían una mayor capacidad para 
estabilizar el receptor en su forma inactiva. (81) . 
 
En el caso del antagonista CP 96, 345 se ha demostrado por mutagénesis dirigida la 
interacción con la porción transmembrana del segmento V y VI , específicamente los 
residuos entre 183 al 196 del V segmento TM y del 271 al 276 del segmento VI del 
NK1R (82) y con otros residuos como His 197, Gln 165 en el IV dominio 
transmembrana e His 265 en el segmento VI (83) , su relación directa con el ligando 
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conduciría a grandes cambios en la potencia o indirectamente producir un sutil cambio 
conformacional en el receptor, cambios en estos residuos altera la afinidad por un 
ligando en comparación a otro (84; 85).Otros residuos han sido sustituidos por 
mutagénesis y también han revelado efectos en la afinidad de la CP 96,345 y CP 99,994, 
son los residuos Leu 203 y la Ile 204 (67). 
 
Para el Ligando MDL 103,392 y el SR 14033 se han efectuado también estudios de 
mutagénesis, los cuales revelaron otros residuos involucrados como la Try 272,  y la 
Phe 264 además de los residuos ya mencionados para los otros ligandos. Para el caso 
del antagonista no-peptídico LY 303,870, se evaluaron dominios TM III, V, VI y VII donde 
el residuo Phe 268 al ser sustituido por Ala, Trp o His represento disminución de la 
afinidad al antagonista. Lo mismo para el caso de la sustitución del residuo  Thr 201 e 
Ile 204, los cuales también permite una pérdida de afinidad al ser sustituidos por Thr 
por Ala, Iso o His y en el caso de la Ile 204 al ser sustituido por histidina en doble 
mutación con T201 por His también. Se puede llegar a la conclusión según Holst (86) 
que estos residuos formen parte importante durante la unión del antagonista en el sitio 
de unión.  
Los residuos aromáticos como la His 197 presenta un papel bastante importante en el 
sitio de unión ligando antagonista y receptor,  La presencia de estos anillos permite la 
unión de carácter hidrofóbico. Así mismo los anillos del tipo quinuclidina y grupos 
benzhidril permiten interacción de especial interés con nitrógeno cargado aromático, 
e interacciones múltiples C-H. (87). 
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Fig. 8 Esquema de posibles interacción ligando receptor entre el NK1R y el anillo Benzhidril phenil (89). 
 
Otro Antagonista importante analizado es el (2-fluoro-4'-methoxy-3'-[[[(2S, 3S)-2-
phenyl-3-piperidinyl] amino] methyl]-[1,1'-biphenyl]-4-carbonitrile dihydrochloride) o 
T2328 antagonista sintetizado en los laboratorios de Tanabe Seiyaku Co., Ltd. En Osaka, 
del tipo piperidina, con una Ki de 0.08 nM superior al aprepitan otro antagonista de gran 
importancia clínica. 
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2 Introducción  
Usando los alcances actuales en química computacional y mecánica molecular, así como 
el modelado por homología,  se ha podido solventar el hecho que en la actualidad muchas 
de las  estructuras GPCR no han podido ser obtenidas a resolución atómica mediante 
cristalografía de rayos-x (ver anexo1), la dificultad y especificidad de las técnicas para la 
cristalización (88) dificultan la tarea, pero a pesar que se dispone de un pequeño 
porcentaje de estructuras 3D de lo GPCRs  se dispone de un gran número de modelos 
de los no conocidos (89). Utilizando todas estas herramientas se desea obtener un 
modelo minimizado y validado de estructura 3D del receptor NK1 humano.  
2.1 Química Computacional  
Definida por Lipkowitz y Boyd en 1990 como: “Aquellos aspectos de la química que son 
explicados o realizados mediante ordenadores”. Los métodos disponibles hoy en día en 
la química computacional pueden ser más o menos divididos en dos clases:  
a) Los métodos más precisos llamados ab initio, donde la estructura está exclusivamente 
prevista por principios teóricos, asumiendo las leyes básicas y bien establecidas, sumado 
a una exploración profunda que brinde la información propia del sistema, excluye 
sistemas de parámetros externos o modelos simplificadores, son definidos 
principalmente por medio de la mecánica cuántica basada en la ecuación de Schrödinger.  
 
b) Los métodos basados en mecánica molecular, aparecen de ecuaciones obtenidas 
previamente mediante datos experimentales, se estudian las interacciones de los átomos 
y moléculas, dependientes de un conjunto de parámetros obtenidos de manera empírica 
llamados campos de fuerza. A diferencia, de las leyes de la mecánica cuántica, se aplica 
la física clásica donde el núcleo molecular  se considera a los electrones y moléculas con 
comportamientos prácticamente iguales.  
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2.2 El Modelado Molecular 
El propósito fundamental de la modelación molecular es elaborar modelos confiables 
cuya estructura imita el comportamiento las moléculas y de los procesos que estas llevan 
a cabo. Usando herramientas desarrolladas en la física y la química computacionales, en 
apoyo a la ciencia experimental, se  reemplazan experimentos costosos por modelos y 
simulaciones más baratos que elaboran los ordenadores. 
 
La metodología disponible para el modelado molecular se centra en el modelado por 
homología o modelado comparativo, son aquellos donde al menos una estructura es 
conocida experimentalmente o se tienen constantes conocidas. El sistema homólogo 
conocido se utiliza como molde patrón  o plantilla para la construcción del modelo. La 
fiabilidad del modelo se obtiene por varios métodos, uno de ellos se realiza cuando la 
estabilidad del sistema es alcanzada durante un tiempo determinado en dinámica 
molecular, esto se logra en las condiciones cuando su energía potencial es mínima.  
 
Para encontrar estas condiciones moleculares, se dispone de ecuaciones que describen 
su energía potencial en función de la cantidad y los tipos DE desplazamiento de los 
átomos involucrados, se evalúan  las coordenadas espaciales para determinar la ubicación 
de los electrones en el tiempo, en cada momento linear (posición inicial y final). 
Normalmente se obtienen promedios de las estructuras obtenidas por DM, la exactitud 
de la función energética que afecta la estabilidad del sistema se estudia según la Mecánica 
Molecular. 
 
2.3 La Mecánica Molecular  
 
La Mecánica molecular describe la energía de una molécula en términos de un conjunto 
de funciones de su energía de potencial. Las funciones de energía potencial y los 
parámetros usados para su evaluación se conocen como "campo de fuerza", los campos 
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de fuerza influyen dentro de los sistemas orgánicos específicos. Los métodos de la 
mecánica molecular se basan en los siguientes principios:  
  
• El núcleo y los electrones están juntos y se tratan como una única partícula.  
• Estas partículas se tratan como si fueran esferas.  
• Los enlaces entre partículas se comportan como osciladores armónicos.  
 
Existen cuatro tipos de interacciones moleculares o atómicas:   
     a) Estiramiento del enlace, 
     b) Flexiones de ángulo,  
     c) Rotaciones de un enlace (torsiones),  
     d) Interacciones no enlazantés.  
Dentro de estas últimas, se encuentran las interacciones de tipo electrostático y las de 
Van der Waals.  
 
Fig. 9 Posibles conformaciones estéricas  relativas entre moléculas. 
 
Se establecen penalizaciones de energía asociados con la desviación de los ángulos y 
enlaces de su valor de referencia o equilibrio. Comúnmente la interacciones de Van der 
Waals se calculan según el potencial de Lennard Jones, aunque en algunos campos de 
fuerza se han introducido modificaciones a este potencial. Las funciones de energía 
potencial se relacionan con parámetros derivados empíricamente (constantes de fuerza 
y valores de equilibrio) que describen las interacciones entre los átomos. La suma de 
todas las interacciones determina la distribución espacial (conformación) de un conjunto 
de átomos. Las energías obtenidas en la mecánica molecular no son cantidades absolutas 
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sino que solo se pueden utilizar para comparar energías estéricas relativas entre dos o 
más conformaciones de la misma molécula. 
•  Campos de fuerza 
 
Se refiere a la parte funcional, el conjunto de parámetros para descripción de la energía 
potencial del sistema descrito. Incluye principalmente los términos de relaciones 
energéticas como los enlaces covalentes, términos sin enlace, fuerzas electrostáticas de 
Van der Waals y sus términos se descomponen por las siguientes ecuaciones: 
E (x)  
Donde cada uno de los términos de energía es en sí, la suma de la participación de 
determinados tipos de interacciones atómicas. Cada uno de los términos antes descritos, 
se toma en cuenta en mayor o menor proporción, dependiendo del campo de fuerza 
utilizado. 
  
Los diferentes campos de fuerza existentes pueden ser usados según el tipo de 
simulaciones a realizar, se debe principalmente tener en cuenta la elección del número 
de sitios de interacción, la extensión de las pruebas y de los parámetros en las 
expresiones de energía. Por ejemplo se han  desarrollo modelos como TIP3P y TIP4P 
para agua, otros como el campo de fuerza para OPLS es más usado para sistemas 
orgánicos y sistemas biomoleculares, dentro de estos se da mayor importancia a la 
energía conformacional, la energía intermolecular básica en la fase gaseosa, y el valor de 
prueba termodinámica.  
 
El OPLS según siglas en inglés (potenciales optimizados para las simulaciones de líquidos) 
es el conjunto de funciones potenciales que utilizan modelos de un átomo unido 
parcialmente (UA) con sitios para interacciones no enlazantés, se colocan sobre todo 
hidrógeno unidos a hetero-átomos o carbonos en anillos aromáticos Así, los únicos 
hidrógenos que están implícitos, están unidos a átomos de carbono alifáticos. Se ha 
descrito las pruebas de campo de fuerza OPLS, tanto con la energía de no-enlazante y 
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ángulos de torsión, parámetros obtenidos para reproducir estructuras en fase gaseosa 
con conformación energética de ab initio, observando las propiedades termodinámicas 
de líquidos orgánicos. El campo de fuerza OPLS-AA (todos los átomos) es ampliamente 
aplicable y el más ampliamente desarrollado para dar de alta precisión de las 
descripciones de los fluidos más que cualquier otro campo de fuerza y poco esfuerzo se 
requiere para configurar una simulación DM de un líquido puro.  
 
2.4 Dinámica Molecular 
 
Es la técnica que se usa para el cómputo de las propiedades en movimiento de moléculas 
individuales, en sistemas sólidos, líquidos o gases. En este tipo de simulación, se debe 
elegir primero el sistema  a evaluar, el número de N partículas presentes y se resuelven 
las ecuaciones de la segunda ley de Newton. Se provee al sistema determinadas 
propiedades dependientes de teoría cinética, estadística, mecánica, teoría de muestreo 
y principios de conservación, todo en condiciones de prueba controladas y por un 
tiempo limitado, hasta que las propiedades del sistema no varíen en el tiempo, es decir, 
se equilibre el sistema y se computan las trayectorias, en esto consiste básicamente la 
dinámica molecular (90). Esta técnica puede estar sujeta a errores similares a los 
experimentales; por ejemplo, la muestra no se prepara correctamente, la medición es 
muy corta, el sistema tiene un cambio irreversible durante el experimento ya que es 
importante: 
 
a) Escoger los grados de libertad 
b) Los parámetros del campo de fuerza 
c) El tratamiento de las interacciones  no-enlazantés 
d) Efectos de solvatación  
e) Condiciones limitantes  
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f) Tratamiento de presión y temperatura 
g) Tiempo de integración  
h) La configuración inicial  
Dentro de DM es necesario establecer las formas y tiempo de interacción entre los 
átomos que componen el sistema, parametrizando todas las variables que intervienen en 
el sistema que se encuentran descritos en el campo de fuerza a utilizar, estos cálculos se 
evalúan a lo largo de varios picosegundos o nanosegundos y constituyen esfuerzos 
computacionales considerables (91). Los métodos para integrar todas las ecuaciones que 
representan movimientos  y energía de cada elemento involucrado en la dinámica, son  
algoritmos y uno de los más usados es de Leap Frog (92), se calcula el tiempo de 
integración de 1 a 10 fico-segundos para sistemas moleculares  y envuelve entre 104 a 
105 paso de integración durante una simulación de dinámica molecular. 
• Estadística Mecánica y configuraciones. 
Las relaciones de los átomos y moléculas en el sistema se deben relacionar a nivel 
macroscópico según sus propiedades termodinámicas, se debe tener en cuenta los 
métodos mecánicos estadísticos posibles que permitan tener controlados todos los 
parámetros y las condiciones microscópicas del sistema, que se reflejaran a nivel de 
condiciones del ambiente macroscópico. Para el caso de sistemas biológicos se  
presentan 2 tipos: 
 
a) Unidad Microcanónica: donde el sistema mantiene una energía total del 
sistema constante, lo que equivale a un sistema térmico aislado (NVE). 
 
F (X) = -∆ U(X) = MV 
X(t)= V (t) 
 
La función de energía potencial U(X) son las atracciones y repulsiones que sienten los 
átomos entre sí debido a los enlaces químicos, interacciones electrostáticas, van der 
Waals, etc. de las moléculas. A U(X) también se le conoce como campo potencial de 
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fuerza y es una función de las coordenadas de las partículas X. Normalmente proviene 
de cálculos de química cuántica y/o experimental. Es la usada durante nuestro estudio. 
 
b) Unidad Canonical: Donde la energía del sistema es compartida en el 
“reservorio” usado o se somete a un baño de calor permitiendo al sistema 
intercambiar energía pero mantener fija la temperatura dentro del reservorio 
asumiendo una capacidad calorífica alta del mismo (NVT). 
 
Para ambas unidades NVE y NVT se asume constante el número de átomos y el volumen 
del sistema (tamaño fijo de la caja utilizada, donde se incorporan los átomos del sistema). 
 
2.5 Modelización por Homología:  
 
La Modelización por homología va a consistir en usar algoritmos basados en la búsqueda 
de similitudes entre estructuras, los métodos de modelización son  comparativos y se 
han aplicado que con éxito en diferentes proteínas globulares, así como de membrana, 
se basa en la observación de las estructuras tridimensionales de las proteínas que son 
típicamente más conservadas en su secuencias  de aminoácido. En consecuencia,  se 
espera que las proteínas con secuencias homólogas, presenten una estructura 
tridimensional similar.  
Actualmente se ha automatizado los pasos existen diversos algoritmos de programas 
informáticos que permiten introducir las secuencias en una plantilla, para obtener una 
estructura terciaría, geometría inicial o modelo. El resultado no es del todo similar, 
incluso cuando es comparado con las estructuras tridimensionales ya conocidas 
obtenidas por cristalografía de rayos x, principalmente porque las similitudes de 
secuencias primarias para homologías son menores al 25%.  
 
El proceso de homología consiste en  8 pasos bien definidos (93) 
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1. El reconocimiento del Template o plantilla: El proceso de reconocimiento de la 
plantilla y su  selección de plantilla se da en base a la similitud de secuencias y 
funciones de los receptores. 
2. Alineamiento de secuencias: Para los diferentes alineados se utilizó algoritmos 
CLUSTAL W. 
3. Corrección del Alineamiento, eliminación de gaps o zonas en blanco. 
4. Generación del Esqueleto de la proteína (back-bone), se procede a encontrar  
las regiones estructuralmente conservadas, en el caso de los GPCR. 
5. Generación de los lazos  (Loops): En este caso los loops se han formado 
directamente tomando la estructura de la plantilla del Receptor delta Opioide. 
6.  Generación de la cadena lateral. 
7. Optimización del Modelo Comparar la energía de minimización con la energía 
que presentan  estructuras similares. 
8. Verificación del Modelo, examinar la estructura para asegurarse que los grupos 
hidrofóbicos e hidrófilos apuntan en el sentido correcto, un estudio reciente de 
Nowak y sus colaboradores ampliaron este marco general de una etapa de 
anclaje molecular o docking, para mejorar y facilitar la construcción del modelo 
y proceso de validación.  
En el caso del modelado por homología, toma en cuenta que 2 secuencias son homólogas 
si se derivan de un ancestro común (del árbol filogenético).Otro punto importante en 
la homología es que se hace con base en el parecido de las secuencias en un alineamiento, 
se considera que un porcentaje de identidad es alto, a partir de un 35 a 40%, la propuesta 
de homología es posible. Sin embargo, cuando la identidad entre las secuencias cae por 
debajo del 20%, se requiere de un análisis más detallado para llegar a la conclusión de 
que las proteínas son homólogas, se debe en este caso preferir las proteínas ortólogas 
que tienen la misma función que las parálogas con funciones diferentes (93). El modelado 
molecular respaldado por la información de mutagénesis dirigida y las relaciones de 
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actividad estructural es una herramienta muy útil para analizar el anclaje ligando-receptor 
(94). 
 
Ballesteros  y Weinstein definieron un método apropiado para ser usado en modelado 
por homología ya que para el caso particular de GPCR´s la identidad de secuencia 
durante el alineamiento es menor al 30% (95), Ballesteros sugiere usar  la topología 
conocida de la plantilla patrón y utilizar la densidad electrónica del receptor, utilizando 
diversos paquetes informáticos disponibles. 
 
Fig. 10  Esquema de Modelización tomado según Ballesteros. 
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2.6 Bases de Datos y otros programas: 
• PDB (el Banco de Datos de Proteínas) 
Para obtener la estructura secundaria como 3D, se utilizó el  Banco de Datos de 
Proteínas que contiene todos los modelos estructurales de proteínas y de ácidos 
nucleicos, experimentalmente resueltos por cristalografía de Rayos X y por RMN y que 
están disponibles públicamente. No contiene modelos derivados por homología u otros 
tipos de  modelos teóricos. Las secuencias de aminoácidos se obtienen en formato 
FASTA.  
• UNIT PRO 
Base de conocimiento de proteínas de UniProt (Swiss-Prot y TrEMBL) operada por el 
SIB (instituto Suizo de Bioinformática) y el EBI (Instituto Europeo de Bioinformática). 
Contiene la mayor parte de las secuencias de proteínas disponibles públicamente (no 
se especializa en DNA o ARN).  
• Clustal W 
Es un programa de alineamiento de secuencias múltiples de uso general para el ADN o 
proteínas. 
• GROMACS 
Es una de las aplicaciones que forman parte del Centro de Competencia ScalaLife 
(http://scalalife.eu) paquete para realizar dinámicas moleculares para moléculas 
bioquímicas como proteínas, lípidos y ácidos nucleicos, simula las ecuaciones de 
Newton del movimiento para sistemas con cientos de millones de partículas. 
Extremadamente rápido en el cálculo de las interacciones no enlazantés (que por lo 
general dominan las simulaciones) muchos grupos también lo están utilizando para la 
investigación sobre la sistemas no biológicos, por ejemplo polímeros. 
• MOE (Molecular Operating Environment), 
Es un conjunto de aplicaciones que permiten simular modelos moleculares de 
macromoléculas orgánicas contienen herramientas importantes para validación de 
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posturas geométricas de ligandos, conformaciones macromoleculares, dockings de 
proteínas etc. 
• MAESTRO  
Maestro es la interfaz unificada para diversos paquetes diseñados por  de Schrödinger 
con herramientas de análisis, permite la visualización de las interacciones 
intermoleculares detalladas, organización y análisis de datos 
• GLIDE 
Programa avanzado que permite realizar docking ligando-proteína con opciones de 
precisión, y el anclaje fiable diferentes ligandos, predice el modo de unión o  anclaje 
para una amplia gama de tipos de receptores. También pertenece a la gama de 
productos Schrödinger. El Ligando es acoplado dentro del bolsillo o binding side del 
receptor,  la metodología de validación del anclaje o docking es típica por evaluación 
de score o puntualización de los resultados 
2.7 Alineamiento de Proteínas: 
 
La alineación de la secuencia de los  modelos candidatos de receptor NK1 son  
obtenidos a partir de la secuencia de la estructura 3D del receptor delta opioide, por 
pre-alineado con las hélices como plantilla, se consiguió a partir la alineación automática 
de secuencias, realizada por el programa MOE, una vez obtenido el alineado, debe ser 
sometido a un cuidadoso análisis visual para su inspección y refinamiento manual con 
las opciones matriciales del programa.  
 
En particular, la correcta identificación de las siete hélices de membrana, identificando 
también una  hoja beta en la segunda lazo interior proveniente de la plantilla o receptor 
delta opioide que se mantiene en el modelo. Además se verifica en el modelo, la 
presencia de motivos específicos, también llamados patrones de conservación, que 
caracterizan a cada hélice (ejemplo el DRY motif), este paso es de particular 
importancia es la identificación y la correcta alineación de los residuos más 
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conservados de cada hélice. Es de destacar que estos motivos, aunque frecuentes, no 
están presentes en la membrana hélices de todos los receptores, haciendo la 
identificación de alguna de las hélices más difícil.  
Una vez que todas las hélices han sido identificado, el alineamiento automático debe 
ser inspeccionado y si es necesario, ser reajustado para asegurar que los motivos de la 
consulta están alineados con los de la plantilla. La presencia de lagunas o GAPS en la 
alineación de las hélices también deben ser evitadas. 
  
2.8 Simulación de la Dinámica Molecular:  
Es un conjunto de técnicas físico químicas, que permiten el estudio temporal de un 
sistema molecular, se realiza el seguimiento hasta alcanzar zonas de energía óptima en 
equilibrio, también se conoce como refinado. Esta técnica permite representar los 
átomos y moléculas de la proteína (NK1R) o de un sistema ligando-receptor, El tiempo 
de evaluación es entre 300 y 500 ns, el sistema se simula en un espacio conformacional 
delimitado (caja de tamaño definido), rellena de una bicapa lipídica, mediante la 
simulación del movimiento de moléculas se puede evaluar las reacciones del sistema 
biológico y los posibles cambios del sistema.  
El complejo Ligando receptor se incrusta en el centro de la caja eliminando parte de 
bicapa que ocupaba su lugar, esta bicapa está compuesta de un solo componente que 
es el POPC (ver Fig. 11 Estructura del POPC de la bicapa donde es embebido el sistema 
ligando-receptor, este lípido se considera como un fluido y se conoce los parámetros 
para interactuar en el campo de fuerza OPLSA, todas las moléculas en su respectivo 
campo de fuerza es implementado en GROMACS según el protocolo usado por A. 
Condormi and J. Pérez (2007) (96) 
 
Fig. 11 Estructura del POPC de la bicapa donde es embebido el sistema ligando-receptor 
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Además de la bicapa con 244 moléculas de POPC, se incluyen las moléculas de agua, e 
iones la caja cuyas dimensiones son  x, y, z  de 8.94 x 8.37 x 10,56 mn, las moléculas de 
agua a manera de esfera se encuentran a una distancia de 0,4 nm, la cantidad de Na y 
Cl neutraliza el sistema,  con una concentración de sodio de 0,2 M lo cual representa 
bastante bien un organismo vivo, el sistema permanece durante 500ns a condiciones de 
300k de temperatura y 0,1 MPa  (97).  
 
 
                          Generación de Topología en GROMACS 
                         
                                                  Definir la caja 
 
Solvatar la proteína 
 
Grompp.mdp 
           Generar mdrun incluir archivo 
 
Correr la simulación MD 
 
 Análisis 
 
Fig. 12  Esquema de preparación previa a la dinámica molecular en gromacs y preparación para la minimización. 
 
Aunque el sistema es bastante simple, sería imposible llegar al análisis de sus 
propiedades de forma analítica, por lo cual los algoritmos computacionales son 
imprescindibles. En este caso las proteínas actúan como máquinas en movimiento y 
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existe relación entre estructura, movimiento y función, para llevar a cabo la DM se 
empleó el software de GROMACS 4.6  (98). Gromacs puede usar ficheros .pdb 
proveniente del Protein data Bank y convertirlos en formato .gro (fichero con los 
átomos y coordenadas x, y, z) y .top (fichero con las masas atómicas, las cargas y los 
enlaces) usando el comando pdb2gmx. Una vez obtenidos los átomos en sus 
coordenadas son incluidos en la caja usando el comando editconf, que incluye la 
información y usando “genbox” podemos incluir el resto de moléculas en la última línea 
del fichero gro, incluyendo las dimensiones tridimensionales de la caja y así están todos 
los átomos contenidos, incluyendo los iones que se incluyen también en el sistema 
usando el comando Gromacs “genion”. La primera simulación se ejecuta con el 
comando “grompp” que crea el fichero .tpr a partir de la información de otros archivos 
como .gro,  .top y el comando final el mdrun que recibe el archivo .tpr y devuelve el 
fichero .trr que contiene la información del estado de sistema según los intervalos de 
tiempo definidos y el fichero .gro que tiene la información completa de la simulación. 
En una primera etapa de minimización de energía de la solución se obliga a las moléculas 
del sistema a contraerse y que la longitud de los enlaces se acorten y sus ángulos 
adopten una posición de mínima energía potencial, si la molécula no fuera estable y si 
la unión ligando receptor tampoco lo fuera, la unión podría romperse y el ligando podría 
separarse o las moléculas romperse. 
Al repetir nuevamente el ciclo grompp – mdrun por segunda vez se busca el equilibrado 
que permite la ubicación del complejo ligando – receptor solvatado en la bicapa lipídica, 
aquí el solvente y los iones se relajan  y ocupan los lugares libres de menor energía y 
ocupando cualquier lugar vacío en el sistema. 
Posteriormente iniciamos la simulación completa en periodos más largos de tiempo 50 
ns extendiendo estos periodos, se obtiene los ficheros .xtc, .trr y .edr usados parar 
analizar el sistema con el comando xmgrace.  
 El resultado son las posiciones X y velocidades V de cada átomo de la molécula 
(trayectoria), para cada instante en el tiempo, a escala atómica los cambios 
conformacionales del sistema en los intervalos de tiempo pueden ser observados como 
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fluctuaciones hasta el momento en donde se alcanza la estabilidad. Este procedimiento 
aunque permite observar el comportamiento microscópico del sistema, no simula un 
comportamiento real y exacto del sistema, por lo que, al igual que en los experimentos 
científicos, se presentan errores de tipo numéricos que deben ser minimizados por 
algoritmos, pero nunca es posible eliminarlos en su totalidad.  
 
2.9 Análisis de las fluctuaciones estructurales de los sistemas estudiados 
 
• La desviación cuadrática media o Root Mean Square Deviation, (RMSD) 
permite determinar la cantidad en la que una selección de átomos o moléculas 
se desvía de una posición definida en el espacio con respecto a su posición 
inicial,  relaciona la medición numérica de la diferencia posicional entre dos 
estructuras: 
                               
Donde Na es el número de átomos cuyas posiciones se comparan, N es el número de 
pasos sobre los cuales se comparan las posiciones atómicas, x es la posición del átomo 
n en un tiempo t  y x1 es el valor promedio de la posición del átomo 1 el cual se usa 
como referencia para comparar las posiciones r2(t). El resultado se da en función de 
desplazamiento de todas las moléculas en un tiempo determinado t. 
 Fluctuación media cuadrática o Root mean square fluctuation (RMSF) es una 
medida de la desviación entre la posición de la partícula determinada  i y una posición 
de referencia en función del tiempo. 
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Donde T es el tiempo durante el cual se quiere hacer un promedio, y xi (ti) es la 
posición de referencia de la partícula i, típicamente esta posición de referencia será la 
posición promediada en el tiempo de la misma partícula i, es decir: ^xi. La gráfica de 
esta ecuación nos dará la diferencia entre posiciones en el tiempo para cada átomo. 
Usando los comandos g_rms para obtener la desviación cuadrática y el comando 
g_rmsf para obtener la media de las fluctuaciones, estos comandos procesan los 
ficheros .tpr y .xtc obtenidos de la MD.  
2.10 Mutagénesis dirigida al sitio: 
Este método de aplicación de biología molecular permite realizar cambios intencionales 
y específicos en una secuencia de ADN de un gen que codifica una determinada 
proteína,  dicho ADN mutado al ser expresado producirá esa misma mutación buscada 
en la proteína generada, esto permite la investigación de su estructura y evaluar si estos 
cambio producidos de ciertos residuos alteran su funcionalidad o afinidad en el caso 
de la unión al ligando.   
 
2.11 Anclaje Molecular (Docking)  
 
El anclaje o docking,  es la geometría de unión de ligando en el momento que 
interacciona con un  receptor (binding) mediante relaciones favorables entre las 
moléculas implicadas, durante el docking existe un cambio en el sistema evaluable desde 
el punto de vista termodinámico, se produce  una variación conformacional y una 
variación en la energía libre del sistema. Diversos programas ofrecen una herramienta 
computacional  que incluye la búsqueda de un algoritmo y funciones para puntuar la 
variación de la energía libre. 
 Se puede realizar el estudio de las  diferentes poses (lugar que ocupa el ligando en el 
sitio de unión) y la orientación relativa del ligando con el receptor, es decir la 
conformación espacial del anclaje, este puede ser hecho con la proteína rígida y ligando 
flexible, y se obtiene la referencia de la posición del ligando durante este anclaje. Un 
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importante criterio para escoger  el mejor acople de complejo ligando-receptor es la 
puntuación o scoring del docking que nos brinda el programa usado. El scoring, va a 
puntuar la afinidad con la molécula, prediciendo y cuantificando las posibles 
interacciones moleculares fisicoquímicas establecidas (99).  
En los diversos programas como GLIDE y MOE, se emplea un ensamblaje estratégico 
conformacional, existen una serie de filtros jerárquicos que evalúan la interacción del 
ligando con el receptor, los filtros iniciales ponen a prueba la adecuación espacial al sitio 
activo definido, y la complementariedad de las interacciones, utilizando un método 
basado en el modelo empírico de la rejilla, las poses iniciales entran en la etapa final del 
algoritmo, que implica la evaluación y la minimización de la rejilla aproximada a la 
energía de interacción del campo de fuerza (OPLS-AA) para las uniones no enlazantés 
ligando-receptor.  
Sólo un pequeño número de los mejores poses refinados  pasa a la tercera etapa en la 
minimización para reducir la energía en términos que resultan sólo de traslaciones y 
rotaciones de cuerpo rígido cuando se generan internamente, sin embargo, la 
optimización también incluye movimiento de torsión sobre los ejes rotativo centrales 
y grupos finales. A menos que se especifique lo contrario, un pequeño número de las 
poses mejor clasificadas se someten después a un procedimiento de muestreo, también 
por ángulos del núcleo y de torsión grupo rotámetro que se examina para tratar de 
mejorar la puntuación de energía, por ejemplo: 
Para GLIDE: 
GScore = 0.065*vdW + 0.130*Coul + Lipo + Hbond + Metal + BuryP + RotB + Site 
Dónde: 
El vdW  representa  la energía de Van der Waals y se calcula con la reducción de cargas 
iónicas netas en grupos con cargas formales, como los metales, carboxilatos y 
guanidinas.  
Coul Coulomb se calcula también reduciendo cargas iónicas de metales, carboxilatos 
etc. 
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Lipo término lipófilo derivado de potencial de membrana hidrofóbica. Favorece las 
interacciones hidrofóbicas.  
Hbond. Los enlaces de hidrógeno son componentes ponderadas de manera diferente 
depende de si el donante y aceptor son neutrales, uno es neutro y el otro se carga, o 
ambos lo están.  
El Término del metal vincula sólo a las interacciones con los átomos aceptores 
aniónicos Si la carga de metal neta en la proteína apo es positiva, la preferencia por los 
ligandos aniónicos está incluida; Si la carga neta es cero, la preferencia se suprime.  
BuryP Ponderación por grupos polares.  
RotB Ponderación por congelación de ejes rotativos en los átomos.  
Site Ponderación según interacciones polares en el sitio activo.  
 
2.12 Determinación del Farmacóforo del NK1R 
 
Se considera como farmacóforo la disposición tridimensional de ciertos grupos 
químicos con interacciones específicas que caracterizan el reconocimiento ligando-
receptor. Las interacciones que permiten el reconocimiento ligando-receptor son 
mayoritariamente hidrofóbicas, pero la especificidad en la unión está  controlada por 
enlaces de hidrógeno y otras interacciones electrostáticas. Gracias a este 
reconocimiento específico se pueden determinar relaciones geométricas (distancias, 
ángulos diedros etc.) entre los distintos grupos farmacofóricos,  elementos funcionales 
del receptor que interaccionan con el ligando y viceversa, estos pueden ser fuerzas de 
van der Waals, enlace  de Hidrógeno, interacciones electrostáticas e interacciones 
aromáticas  − ,  que permiten disparar una respuesta biológica (100). 
Para definir el farmacóforo existen programas que abordan el problema, intentando 
localizar los complejos de mínima energía ligando-receptor, basando en que los 
receptores poseen formas complicadas y ajustables. Existen muchas formas de encajar 
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un ligando 3D flexible dentro de un determinado farmacóforo, por lo que hay que ser 
rigurosos en definir la actividad óptima de interacción y la disposición espacial probable, 
muchos programas presentan funciones automatizadas.  
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3 Introducción  
Con el fin de obtener el modelo inicial, se obtuvo la estructura primaria del NK1R  y de 
todos los receptores de proteína G cuya estructura 3D es conocida, según el árbol 
filogenético dendograma del Anexo A .1 (las banderas del mapa indican el GPCR de 
estructura 3D conocida), las estructuras se obtuvieron del repositorio de la base de 
datos UNIT PROT (http://www.uniprot.org/ en el formato Fasta. Todas las secuencias 
fueron alineadas una a una, usando el software libre Clustal W, y se obtuvo porcentajes 
de alineamiento bastante bajos, inferiores a 20%. Por otra parte también se obtuvo, la 
estructuras 3D antagonistas  evaluados ver Anexo A .8 se obtuvo primero el código 
smiles presente en la página http://www.bindingdb.org, y en la página ZINC, se 
introdujeron los datos, se generó y minimizó la estructuras usando las herramientas para 
construir moléculas 3D del programa MOE 10.0. Se obtuvieron los archivos en 
extensión mdb para poder ser usado en el programa MAESTRO y las herramientas de 
GLIDE para posteriormente efectuar el docking.  
 
3.1 Selección de la plantilla, alineación de secuencias y Modelado por 
homología 
Después de obtener las secuencias desde UNIT PRO del NK1R Humano código 
P25103, luego del alineamiento con cada una de las secuencias del ramal β,  α, ∂ y Ƴ, 
del dendograma, el mayor  porcentaje de identidad entre secuencias se obtuvo con la 
alineación múltiple entre el P25103 NK1R y los códigos P41143 OPRD P41145 OPRK 
Humanos , y se obtuvo el porcentaje más alto con el OPRD con un porcentaje de 
semejanza de 19,35%,  el alineamiento se encuentra en el Anexo A .3 se tomó estas 
dos moléculas por ser las de más alto alineamiento durante la evaluación. Además de 
los resultados del alineamiento, con el NK1R, la resolución de la estructura 3D del 
receptor delta opioide publicada el 2014 es alta de 1,8 Å y asimismo, se sabe que ambos 
receptores se encuentran muy relacionado funcionalmente con el NK1R estas razones 
también se tomaron en cuenta al elegir como plantilla el receptor delta opioide. 
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Utilizando el software MOE se preparó la estructura del 4N6H obtenida desde el PDB 
(Ver Anexo A .4) se separó el ligando y otras secuencias presentes en la estructura 
tridimensional, una vez limpia la estructura  4NGH ( Receptor Delta opioide Humano) 
se superpuso y se alineó con la estructura secundaria del NK1R, durante la alineación 
se procedió a eliminar los blancos o lagunas (gaps), usando las herramientas del 
programa penalizando la aparición de las mismas. Después de realizada la alineación y 
superposición entre ambas secuencias se obtuvo más de 100 prototipos iniciales que 
se descartaron por la presencia de “gaps” o blancos entre los aminoácidos de las 
secuencias.  Aplicando la matriz de sustitución Match del MOE que se usó basado en la 
similitud de las secuencias, y usando la función “gap Start” 14 y “gap extend” 1, se 
obtuvo el modelo alineado inicial libre de “gaps”. 
 
Una vez obtenido un modelo inicial de NK1R,  a través de la interfaz visual del programa 
MOE (Ver Anexo A .7), es necesario validarlo. Inicialmente se evaluó visualmente la 
geométrica de la proteína para asegurar que se cumpliera con las características 
estructurales conservadas en la familia A de receptores a la cual pertenece el NK1R. 
Se conservó la hoja beta presente en la plantilla, localizada entre los residuos Tyr 168 
a Met 174 y Arg 177 a Ile 182, igualmente se confirmó la inclinación, torsión y se 
observaron también los puentes disulfuro conservados entre Cys 105 y Cys 180 del 
ECL1 y ECL2, y así mismo  el residuo arginina en el motivo Asp-Arg-Tyr (DRY) en el 
lado citoplasmático de segmento TM3 (101) (2).  
Posteriormente visualizó la posible estructura secundaria que conforman las hélices 
transmembranas y se evaluaron la construcción de los contactos atómicos, según las 
combinaciones de los ángulos diedros Ψ (psi), Φ (phi), siendo proyectados en el mapa 
de Ramachandran.  (Ver Anexo A .6). Todos los aminoácidos importantes y presenten a 
excepción de la prolina 22 se encontraros en los cuadrantes correspondientes, en el 
segundo cuadrante se observa las hojas beta, en el tercer cuadrante las hojas de alfa 
hélice y los lazos, con lo que podemos decir que se cumple una adecuada geometría 
proteica.  
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Una vez obtenido el prototipo inicial del modelo NK1-R desde MOE, se procedió a 
realizar el anclaje del ligando al receptor o docking, más de 300 posibles anclajes con 
el antagonista selectivo CP-96345 fueron analizados usando la herramienta de docking 
de MOE. De todas las conformaciones obtenidas se eligió aquella que cumpliera las 
interacciones descritas en diversos estudios de mutagénesis dirigida de la bibliografía. 
Se utilizó el antagonista CP-96345 porque a pesar que no ser altamente rígido, ha sido 
el más usado desde su aparición para evaluar la afinidad y presenta muchos de estudios 
de mutagénesis dirigida del NK1R y residuos ampliamente consensados que participan 
en el sitio de unión. 
3.2 Esqueleto, 7 hélices TM y lazos 
El modelo obtenido presenta la siguiente distribución de las Hélices transmembrana  
comprenden los residuos: la TM 1 comprende desde  Asn-23 a Ala 59, TM2  desde Val 
66 a Val 94, TM3 desde Leu 102 a Tyr 131, TM4 desde Ser143 a Tyr 167, TM5 desde Ile 
191 a Ala 225, TM6  Val 240 a Leu 269, y TM7 Lys 281 a Ala 319. El lazo ECL3 forma 2 
hojas beta anti paralela entre los segmentos Tyr168 y Glu183, presente en la estructura 
del template que se conserva en el modelo. El nucleó transmembrana se forma por la 
introducción de pares de histidinas en las posiciones en estrecha proximidad, y la 
orientación de TM3 en relación con TM2 y TM5 (101). La organización de las siete 
hélices es en sentido anti horario y se ve desde el lado extracelular. El antagonista no 
peptidico CP96345 se posiciona cerca de la región extracelular interactuando con las 
hélices transmembrana segmentos TM4 y TM5 posicionado casi perpendicular a la 
dirección de la membrana lipídica. Se confirma la atracción de los anillos aminos 
aromáticos hidrofóbicos del residuo His 197 con el grupo Benzhidrol del CP96345, y 
el puente de Hidrogeno formado por la Gln 165 (85; 80) (Ver Anexo A .7) como 
veremos en la evaluación del docking.  El motivo DRY se encuentra presente en el 
residuo Asp129 al Tyr 131 en la  III Hélice TM cercano Al lazo IC 2. 
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3.3 Evaluación del Docking o Anclado a Ligando. 
Los residuos de Gln-165 en el TM-IV y el residuo His-197 TM-V (67; 80; 79; 85), Ver 
Anexo A .7,  cumplieron con la hipótesis de sitio activo más ampliamente aceptada, la 
uníón de tipo anillo aromático  y el puente de hidrógeno aceptor, de acuerdo con Eber 
y Klebe la proximidad del anillo de histidina interactúa con el grupo Benzhidrol, y el 
puente de hidrógeno aceptor con la amina exocíclica secundaria del CP 96,345, lo cual 
ubica al ligando en la posición cercana  a la región extracelular del ECL2 ver Anexo A 
.7.Finalmente el complejo obtenido fue dispuesto para la simulación de Dinámica 
molecular.  
 
3.4 Aplicando la dinámica molecular, equilibrio y minimizado.  
Previo a la dinámica, se prepara la topología del modelo y del ligando,  utilizando las 
herramientas de GROMACS 4.6, luego se incluye la molécula proteica acoplada al 
ligando en una caja con las dimensiones constantes,  que se encuentra previamente 
rellena con las moléculas de POPC para simular la membrana lipídica, coloca el 
complejo proteico NK1R - CP96,345, en el medio de la caja,  se adiciona agua 
(parámetros TIP3P para las moléculas de agua) e iones Na+ y Cl-  y se define el campo 
de fuerza a utilizar para este sistema es OPLSAA. La trayectoria molecular, las 
estructuras promedio y los datos del sistema son analizados usando GROMACS 4.6 y 
sus herramientas como pdb2gmx, mkndx,  tjrcat, genbox, luego se procede a minimizar 
y  luego equilibrar el sistema, según Condormi y col. (96),  todos estos pasos son 
necesarios antes de  la DM propiamente utilizando el software relacionado mdrun. 
 
Durante la DM  es posible realizar la evaluación rápida de la energía presente en 
determinada geometría o estructura molecular de manera más exacta, simular su 
dinámica es el modo más real de evaluar un sistema, porque en la naturaleza las 
moléculas nunca permanecen fijas en el tiempo, se adaptan constantemente a su 
entorno, y esto permite que surjan las interacciones ligando-receptor. El simular la 
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dinámica permite evaluar los cambios conformacionales de  los aminoácidos que 
conforman el complejo ligando receptor y los cambios generados dentro del sitio de 
unión del receptor.  Con este fin se mantuvo la DM de nuestro modelo durante 500ns 
desde los 50ns haciendo extensiones sucesivas de 0 a 50ns, verificando la estructura 
obtenida cada 50ns hasta llegar a los 500ns.  
 
Mediante la evaluación periódica del RMSD con el software utilitario g_rms cada 50 ns 
se ha monitorizado el sistema en el tiempo y se ha detectado el momento en el cual el 
sistema se estabiliza, esto ocurre cuando la desviación con respecto a la geometría 
inicial disminuye, al igual que la frecuencia de las interacciones no enlazantés. Se alcanza 
la meseta del gráfico aproximadamente a los 250ns cuando se puede deducir que no 
hay mayor variación en la estructura de molécula. En esta gráfica de RMSD ver Fig. 13 
podemos comparar  la estabilidad del sistema. En primer lugar se puede evaluar el 
comportamiento del sistema en conjunto: las hélices TM y los lazos intra y extra 
celulares, se aprecian en color negro de la gráfica y luego el mismo RMSD del sistema 
pero esta vez solo se evaluó las 7TM, extrayendo los lazos del sistema, ver gráfica en 
rojo. La estabilidad o meseta se obtuvo en la gráfica de solo las hélices TM sin las asas 
se puede observar a partir de los 120 a 180ns teniendo algunas fluctuaciones y 
volviéndose a estabilizar entre los 250ns y 500ns, se decide utilizar la estructura 
promedio entre 480ns y 500ns,  
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Fig. 13 RMSD de la DM hasta los 500ns sistema Ligando- Receptor NK1-R y CP96345. En negro NK1R estructura completa, en 
rojos solo las 7TM  vs Carbonos  Alfa. 
 
Se puede apreciar en la Fig. 13 observando la totalidad del sistema, varios picos presentes 
en la gráfica  estos representan las lazos intra y extracelulares, que se caracterizan por 
menor estabilidad en línea color negro. 
A fin de analizar también cada región del sistema y su estructura se calculó la fluctuación 
de la desviación cuadrática media (RMSF) en distancia para cada residuo de aminoácidos 
del NK1R usando el utilitario g_rmsf, gráficamente se obtiene la posición de los átomos 
totales durante su trayectoria con respecto a la posición en el modelo inicial. La región 
de Mayor fluctuación o picos correspondió a los lazos Intra y extra celulares, y las 
regiones de menor movilidad en llano corresponde a  las 7 hélices TM1 a TM7, la meseta 
en el EC2 indica las Hojas Beta anti-paralelas del modelo NK1-R tanto los lazos IC1 e 
EC2 son las de mayor fluctuación alcanzando los 0,38 nm y 0,3 nm respectivamente. Ver  
Fig. 14. 
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Fig. 14 Variación del valor RMSF para el esqueleto del NK1R, las regiones de mayor flexibilidad estructuras por átomos, en los 
loops o lazos y las regiones de menor fluctuación corresponden a las Hélices transmembrana. 
 
3.5 Descripción  del Modelo obtenido después de la Dinámica molecular  
 
La DM del complejo ligando-receptor se finalizó a los 500 ns, una vez alcanzada la 
meseta observada en el RMSD, se obtuvo la estructura promedio entre los 480 y 500ns 
y se minimizó en MOE. El minimizado presenta las 7 hélices transmembrana de 
conservado arreglo anti horario, presenta una Hoja Beta anti paralela, en la sección 
extracelular que ocupa los segmentos Tyr 168 y Glu 183 del TM IV y V   (Ver Fig. 15). 
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La región extracelular lo conforman el lazo EC1 desde el residuo Val 94 a Leu102,  el 
EC2 del Glu 193 al Gly 166, El EC3 del residuo Ile 273 a Gln 284, los lazos intracelulares 
son la más corta IC1 del segmento Ala59 al Asn 68, el lazo IC2 desde Met132 a Thr 
145, y por último el lazo IC3 desde Ala 225 a Val 256.  La presencia del puente disulfuro 
que distingue a la familia entre la Cys 105 y Cys 180. Además del motivo DRY presente 
en el la zona intra celular Asp 129 Arg 130 Try 131. 
 
Comparando la estructura inicial previa a la MD y el modelo de la estructura promedio 
minimizada posterior a la MD, se encontró que la distancia entre las hélices en el 
interior son más cortas es decir el radio interno formado por las hélices es menor en 
el modelo posterior a la dinámica molecular Fig. 16, las TM1, 2, y 3 están inclinadas 27-
30 grados, TM5 se inclina unos 23 grados, mientras que las TM4 y TM7 son casi 
perpendicular al plano de la membrana, aunque la TM4 presenta una ligera torsión de 
unos 25 grados aproximándose a la TM3 (3). La TM6 aparece casi perpendicular al plano 
de la membrana en el medio citoplasmático, pero se dobla unos 35 grados hacia la TM5 
en el lado extracelular. La estructura también muestra que las hélices están más juntas 
en el extremo intracelular con TM2 y TM3 ubicadas entre la TM4, TM6, y TM7, en el 
lado extracelular de la disposición helicoidal es más abierta es decir el diámetro del 
núcleo transmembrana es mayor que en el otro extremo, formando una cavidad que 
sirve como un bolsillo de unión para el ligando. La cavidad está recubierta por TM3, 4, 
5, 6, y 7, el extremo TM8 se encuentra ligeramente inclinado casi llegando a formar un 
ángulo de 90 grados. 
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Fig. 15  Estructura promedio obtenida a los 450 a 500ns, Modelo de NK1R. 
 
 
 
Fig. 16  Vista del radio Interior de los modelos obtenidos en Rojo el Modelo obtenido directamente de MOE previo a la dinámica 
molecular (DM) en verde el modelo obtenido después de 500ns de simular mediante DM. 
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3.5.1 Anclaje en el sitio de unión (binding side) 
Se realizó un anclaje de ligando flexible y proteína rígida para predecir los modos de 
enlace de los antagonistas en el sitio de unión, se obtuvo gran cantidad de posibles 
poses Ligando-Receptor, se seleccionó el anclaje pre-definiendo el posible sitio de unión 
mediante la función “grid wall”, utilizando el programa Maestro y GLIDE  determinado 
la red en base a los residuos que según los estudios de mutagénesis dirigida afectaban 
la afinidad del ligado-receptor.  
Más de 600 diferentes acoples por ligando fueron evaluados, de unas 3,000 diferentes 
poses, se seleccionaron solo aquellas de puntuación más alta y en la mejor orientación 
de acuerdo con las interacciones con los residuos involucrados según estudios de 
mutagénesis dirigida los cuales presentan un drástico efecto en la disminución de la 
afinidad por el antagonista, cuando se sustituyen en el receptor NK1.  
 
Numerosos estudios coinciden que las TM involucradas en el sitio de unión del sistema 
ligando-receptor son principalmente TM3 a TM6 y que las TM1, TM2 y TM7, al parecer 
presentan menos protagonismo en el sitio de unión, además se cree que al menos  2 
residuos filogenéticamente divergentes en dichas hélices son necesarios y suficientes, 
para que surja una selectividad entre especies, Una variación de estos residuos pueden 
afectar el paquete helicoidal del receptor, de tal manera que la distancia de interacción 
entre los residuos que intervienen en el anclaje cambié y las interacciones no se 
produzcan (84).  
Se observa que los residuos de Gln165, His 197, His 265  tienen gran importancia en 
la interacción del receptor con los antagonistas de tipo quinuclidinas como son el LP 
703,606 y El CP-96,345, cuando se realiza la mutación de estos residuos disminuye 
sustancialmente la afinidad comparada con el receptor tipo salvaje. (84) (83). El residuo 
Gln 165 forma un enlace de hidrógeno con el Heteroátomo C3 del CP 96,345 como 
podemos apreciar en la Fig. 17, los antagonistas LP 703,606 y CP 96,345 se orientan 
entre las TM4 y TM7.  Según Fong y col 1994 para el caso del antagonista RP67580 la 
interacción con la Ser 169 forman un enlace de Hidrógeno con grupo Benzil, y que el 
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residuo H197 de la TM5 no resulta relevante para la afinidad  del RP67580, sin embargo, 
es crítico en la interacción con el CP-96,345, sugiriendo una unión aromática-aromática 
con el grupo Benzhidrol.  
 
En algunos casos los efectos de mutaciones dobles, como en el caso del MDL103392, 
cuando los residuos I204 y  F264 son mutados por Ala, disminuye en más alto grado la 
afinidad que cuando se mutan los residuos individualmente, lo que confirma que en el 
complejo del sitio de unión presenta residuos claves de dominio fuerte y otros residuos 
que complementan el anclado del ligando, sugiere además que mutaciones triples como 
de los residuos His197, Gln165 y Try272 para MDL103392, bloquearían el antagonismo 
en su totalidad ver Fig. 19. 
 
A fin de interpretar los estudios de mutagénesis y validar los resultados en las siguientes 
tablas podemos apreciar un resumen de los datos provenientes de varios estudios de 
mutagénesis realizados entre 1990 – 2003 ver Tabla 3. 
Tabla 3: Algunos residuos claves obtenidos con diversos antagonistas. 
 
Antagonista Fuente Bibliográfica  Residuos Involucrados y Posición 
CP 96345 
Fong y Col.(1993) y  
Evers (2003), Zoffman (1993) 
His 197 TM V, Glu 193 TM V y  Tyr 272 TM VI, 
Gln165 TM IV, His 265 TM VI 
CP99994 Boks y Col. (1997) 
Gln 165 TM IV, Phe 264 VI ,  
His 265 TM VI  y Tyr 272 TM VI  
RP67580 Fong y Col.(1993) His 197 TM V , His 265 TM VI 
MDL103392 Greenfender y Col. (1999) 
Gln 165 TM IV , His 197 TM V ,Leu203 TM V,  
Phe 264 vi Ile 204 TM V y Tyr 272 VI  
L703606 Fong(1992) Segmento 187-195 
LY303,870 Holst y Col (1997) T201,I204,F268  
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Tabla 4: Mutaciones puntuales realizadas para comprobar si afectan la afinidad del antagonista no peptidico implicado. 
Mutación 
realizada 
Publicaciones reportadas 
Antagonista No-peptídico evaluado +, ++, +++ orden de 
magnitud. 
H197A 
Fong y Col.(1993) y  
Evers (2003), Zoffman 
(1993),Lundstrom y col. 
Greenfender y Col. (1999) 
 
CP 96345 (++),CP 99994(+)  
 
MDL103,392(+) 
 
E193H y L194 Gether y col (1994) 
CP 96345 (+), RP67580 (0), SR 140,333(0) 
 
Y272 Gether y col.(1994) CP 96345 (+) 
Q165A 
Lundstrom y col. (1997), 
Greenfender y col 
CP 963345 (+),CP 99994(++),SR140333(+) 
MDL103,392(+) 
 
F268A 
Lundstrom y col. (1997), Holst y 
Col 1997 
CP99994(++),CP96345(+),RP67580(+++),F888 
(+),SR140,33 (+),(+), LY303870(++) 
F268H  Holst y Col 1997 
CP96345(+),CP99994(0), RP67580(0),F888 
(0),SR140,33 (+), LY303870(++) 
H265A,E193Q Lundstrom y col. (1997) 
RP67580 (+) 
 
I204A, F264A Greenfender y Col. (1999) MDL103,392(++) 
I290S Sacháis(1993) CP 963345(+) 
Y287F Greenfender y Col. (1999) MDL103392(++)  
M291F 
 
Fong(1992) 
Segmento 187-195 L703606 
 
P112A Holst y Col 1997 CP99994 (+), CP 96345(+), LY303870(0),RP67580(0) 
P112H Holst y Col 1997 
SR140,33(+),(+), LY303870 (0), 
RP67580(++),CP99994(++),CP 963345(+) 
S169, 
168A, 
81A,P164A 
Fong y col (1994) 
RP67580 (++) , 
RP67580(+) 
I204H y T201H Holst y Col 1997 
SR140,33 (+), LY303870(+),RP67580(+++), 
CP99994(+),CP963345(++) 
T201H,  Holst y Col 1997 
SR140,33 (0), 
LY303870(+),RP67580(+++),CP99994(+),CP963345(++) 
S290I Y V97E 
Sahas.& Krause 1994 
 
WIN51708 en ratas(++) 
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A. Anclaje de CP96,345: 
 
Fig. 17  Anclaje del docking CP-96,345 - Modelo de NK1R con las distancias entre los residuos involucrados. 
 
Como se puede apreciar en el modelo, durante el primer docking realizado la ubicación 
del ligando CP96,345 y otros antagonistas no-peptídicos evaluados coinciden con la 
bibliografía ya que se producen en las TM3, TM4, TM5 y TM6 (Fig. 17), en el análisis de 
los contactos vemos que las moléculas que interviene forman tanto en interacciones 
del tipo fuerzas de Van der Waals y fuerzas electrostáticas de tipo anillo-anillo, todos 
los residuos en contacto se encuentran a distancias menores a 5 Å. 
Tenemos que se presenta la His 197 (Hie Histidina neutra, el N épsilon está protonado) 
que interactúa con uno de los anillos de la unidad Benzhidrol (102) (87) (103) (67), y 
también interactúa con Try 272 a menos de 3 Å que afecta también esta unión, descrita 
por la mayoría de autores, se encuentra también formando una interacción ̟ -̟ el grupo 
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fenilo y la Try 287 a distancia de 3.6 Å, en la hélice VII (84) (57) y  a  la Gln 165 Hacc  
de la IV hélice, residuo crítico para este antagonista va a formar dos puentes de 
hidrógeno uno con el oxígeno del grupo metoxi-fenil y otro con el hetero átomo 
C3(N2) (67), otras interacciones anillo-anillo con el grupo fenil y la Phe  268  y la  Tyr 
92 con la unidad Benzhidrol de la quinuclidina (87) (104). 
a. Anclaje con el antagonista RP 6758 
1  
Fig. 18 Anclaje RP67580 en el docking con el modelo NK1R 
 
En la Fig. 18, se presenta el anclaje del antagonistas RP67580 (Octahydro-2-[1-imino-2-
(2-methoxyphenyl)ethyl]-7,7-diphenyl-4H-isoindol), en el cual se puede apreciar la 
interaccón del Gln165, formando dos enlaces  de hidrogeno, uno con el oxigeno del 
grupo metoxi  y otro con el NH del C3. Las interacciones anillo-anillo entre la Phe 268 
con el grupo fenil, además la His 265 y Phe 264 están también en contacto a distancias 
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menores a 5 Å,  la Try 287 puede formar un puente de hidrogeno con el grupo imino y 
la Tyr 92 una interacción anillo-anillo con el grupo difenil (104), se cree también que la 
Serina 169 es un residuo importante en la unión del perhidroisoindol RP6780 aunque 
no se ha determinado las interaciones intermoleculares específicas de este residuo 
(104), podemos agregar que cambios en este residuo puede afectar la unión de la His 
108 que se cre que esta implicada en la unión con el agonista SP (105),  aparece en 
contacto con la hélice TM 7 y TM 2, formando un puente de hidrogeno con el oxigeno 
del grupo isoindol (106). 
b. Anclaje con el antagonistas MDL 103,392 
 
 
Fig. 19 Anclaje del NK1R con el MDL 103.392 
En el caso del MD103.392 los estudios de mutagénesis se han realizado sobre los 
segmentos de TM4 y TM7, se reconocen las interacciones entre la Gln 165 que forma 
un enlace de Hidrogeno con el oxígeno del grupo trimetoxi-fenil. Según los estudios 
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realizado la mutación de este residuo afecta la afinidad del MDL 103,392 lo cual sugiere 
la presencia de un enlace tipo enlace de Hidrogeno (67), también la His197 afecta la 
afinidad del antagonista pero solo en el caso de mutación doble con la Gln 165, lo cual 
indica que puede estar estabilizando el sistema con una interacción anillo-anillo del 
grupo fenil (67). En el caso de  la mutación de la Phe 264 forma una interacción anillo-
anillo con el grupo trimetoxi, se sugiere también interacciones anillo-anillo con la Phe 
268 o el Trp261. Todos estos residuos se encuentran a menos de 4.5 Å de distancia de 
este grupo. También las mutaciones doble de la Ile 204 y Leu 203 afectan la afinidad del  
MD103, 392, lo que puede intervenir en atracción de tipo Hidrofóbica con la zona 
aledaña al grupo tri-metoxi. Se sugiere otra interacción más, la reacción anillo-anillo 
con Try 287. 
c. Anclaje con el SR 140,333 
 
 
Fig. 20 Interacciones que sugiere el modelo con SR140, 333 y el NK1R. 
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En el caso del SR 140,333 poderoso antagonista, (107) del cual se tiene unos pocos 
estudios de mutagénesis dirigida, principalmente mutación de la Pro 112 y A115 (86), 
interviene también la Gln 165 con un enlace de Hidrógeno, aunque la literatura sugiere 
que la sustitución de este residuo por Ala no afecta sustancialmente la afinidad de este 
antagonista (104). Se sugiere que la estabilidad de la molécula en el modelo está dada 
por 3 enlaces anillo-anillo con la Phe 268, la His 197 forma una interacción anillo- anillo 
que estabiliza el enlace pero no es tampoco es crítica, la Try 92 con la tercera 
interacción anillo- anillo. Los residuos involucrados como el Trp261 y la Phe 264 están 
cerca al anillo fenil-metoxi de la quinuclidina.  
d. Anclaje con el antagonista L703,606 
 
 
Fig. 21 Interacciones encontradas con el LP 703,706 y el NK1R 
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En los estudios de mutación dirigida con el L 703,606 sugieren que  si  los segmentos 
desde el residuo 187 al 195 son reemplazados por los residuos del NK3, la afinidad del 
NK1 por el L703, 606 se ve afectada de modo crítico y con menor orden de magnitud 
en el caso del reemplazo sea de los segmentos 271 a 280 (80). De acuerdo con esta 
afirmación nuestro modelo sugiere que los residuos del segundo segmento mutaciones 
en la Try 272  Y Try 278 pueden afectar ubicación espacial de la His 197 y de la Phe 268 
alterando la interacción anillo-anillo con el grupo fenil del L703, 606 ver Fig. 21, sin 
embargo no se observa cercanía de los residuos del segmento 187-195, sin embargo 
sugerimos que la mutación de la Lys 194 del Loop o lazo extra celular podría cambiar 
la ubicación de la His 197 disminuyendo el contacto con el antagonista. Y la mutación 
de estos residuos también puede afectar las distancias entre las hélices y su disposición 
espacial. Según nuestro modelo vemos que la Gln 165 actúa como en otros antagonistas 
de la misma clase, formando el puente de hidrógeno. La Try 287,  interactuando con el  
grupo Benzhidrol, la Try 92 forma también la interacción ̟-̟ con uno de los anillos del 
mismo grupo ver Fig. 21. 
e. Anclaje  con el CP 99994 
 
Fig. 22 CP99994 y las interacciones obtenidas durante el docking con el NK1R. 
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Los residuos que disminuyen la afinidad de este antagonista cuando son mutados son 
Gln 165, His 197, Phe 268 y Try 287 (84) (85) (67) que forman dos enlaces de 
hidrógeno con la Gln 165  se puede evidenciar en la Fig. 22 En concordancia con los 
autores citados además de la evidencia de la interacción ̟-̟ con la Phe 268 y la Phe 
264 y Try 287 son dos candidatos para formar también interacciones anillo-anillo con 
el grupo fenil del C2 de la piperidina aunque la His 197 se encuentra también a una 
distancia menor a 4 Å lo cual puede dar lugar a la interacción amina-aromática con el 
mismo grupo fenil (68). 
f. Anclaje con el LY 303 789 
 
 
Fig. 23 Residuos implicados en el binding site del NK1R con el antagonista no peptidico LY 303787. 
 
En el caso del antagonista LY 303,787 (66) , se mutaron los residuos Pro 112 y Ala 115, 
los cuales no tuvieron efectos sobre la afinidad con el NK1R sin embargo las 
mutaciones con Thr 201 y Ile204 , podemos apreciar en el modelo que Thr 201 si bien 
no forma ninguna interacción propiamente, pero influencia de manera directa a la 
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posición espacial de la Phe 268 la cual forma una interacción aromática con el grupo 
fenil  (86),  Este antagonista también forma un enlace de hidrógeno con la Gln 165, 
aparece un residuo que sugiere interacción anillo-anillo por su cercanía y es la Phe 117. 
También vemos que el extremo lateral  la molécula puede formar también interacción 
aromática con la Try 92. 
3.6 Farmacóforo de antagonistas del NK1R 
Una vez realizado el análisis del anclaje de los cinco ligandos evaluados, se ha 
determinado los grupos farmacofóricos necesario para la interacción de los ligandos 
con el receptor. El conjunto de estos distintos grupos farmacofóricos relacionados 
geométricamente determina el farmacóforo 3D de los antagonistas. Lo cual permite 
conocer de manera esquemática el sitio de unión del ligando-receptor. 
Se sabe que la mayoría de antagonistas descritos del NK1R presenta dos sistemas de 
anillos conectados por un enlace de hidrogeno aceptor (108). También se presenta una 
zona anterior o cabeza y la zona posterior o cola que presenta anillos aromáticos,  
Utilizando los grupos farmacofóricos determinados por el anclaje de los cinco 
antagonistas estudiados y las herramientas del MOE para la evaluación automática del 
farmacóforo se definieron los grupos: 
Tabla 5: Principales grupos farmacofóricos obtenidos por la evaluación de docking de los antagonistas analizados. 
 
Grupo farmacofórico 
Distancia   
De grupo 
Distancia 
Å 
Distancia   
De grupo 
Distancia 
Å 
F1 Aromático e Hidrofóbico F1-F2 5,87 F1-F4 9,75 
F2 Donante y Aceptor F2-F3 3,47 F2-F4 4,22 
F3 Aceptor F3-F4 3,21 F2-F5 9,13 
F4 Aromático F4-F5 10,75 F3-F5 10,13 
F5 Aromático e Hidrofóbico F1-F5 7,3 - - 
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Fig. 24 Propuesta 3D de farmacóforo para el NK1R 
 
Para distinguir la posición espacial 3D del farmacóforo y sus relaciones geométricas 
entre los 5 grupos se ha evaluado el ángulo diedro usando las herramientas de moe, 
entre el F1 y F4. 
 
Tabla 6: Angulo diedro formado por los cuatro puntos farmacofóricos consecutivos. 
 
 
 
 
3.6..1 Anclaje con otros antagonistas del NK1R que no se encontraron estudios 
específicos de mutación pero cumplieron con al menos 2 puntos farmacofóricos: 
 
En el caso de determinar un posible farmacóforo se debe considerar que incluyan 
moléculas con cierta actividad sobre una diana farmacológica y que a su vez sean 
químicamente diversas y entonces además hemos evaluado otros antagonistas no 
peptídicos como el Aprepitant el primer antagonista no peptidico del receptor NK1 
aprobado por la FDA (57), ampliamente estudiado y ya en el mercado comercializado 
por Merck para el tratamiento de la Emésis, el Casopitant aún en fase de III de 
Puntos del ángulo diedro 
Distancia 
Å 
F1-F2-F3-F4 -138,33 
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experimentación clínica como antiemético (109) y el T2338 antagonista sintetizado en 
Japón con propiedades farmacológicas similares al aprepitant, alta afinidad y elevada 
penetración en tejidos (110) ,  
T2328 
En el caso del T2328 antagonista no peptídico, se verifico que cumple con 2 de los 
puntos farmacofóricos sugeridos, la interacción aromático – hidrofóbico del grupo fenil 
metoxi, la interacción aromática –aromática en color verde ver la Fig. 25 , y aunque no 
está directamente en el radio tenemos cerca interacción donante aceptor y la 
interacción aromática – hidrofóbica en el extremo derecho de la ilustración (108). 
 
 
Fig. 25  Puntos farmacofóricos postulados, y el T2328 en la posición del docking con NK1, en amarillo  F1 Y F4 los puntos 
aromático hidrofóbico, en magenta el donante o aceptor F2 don acc, en cian el aceptor acc y en verde el Aromático F5 Aro. 
 
Casopitant 
En el caso del Casopitant también se ha evidenciado que se cumplen 2 puntos el punto 
F1 aromático - hidrofóbico y el punto F2 donante, también se encuentra bastante 
cercano al otro punto aromático hidrofóbico F4 ver Fig. 26 . 
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Fig. 26 Casopitant en docking con NK1 se muestra los el cumplimiento con los puntos farmacofóricos F1 y F2. 
 
Aprepitant 
En antagonista aprepitant también cumple con 3 puntos el F1 y el F2 de interacción 
anillo aromático-hidrofóbico también el F2 donante aceptor, tenemos en cuenta que 
también vemos que uno de los anillos  está orientado al punto farmacofórico aromático 
F5. 
 
Fig. 27 Farmacóforo y docking de aprepitan indicando los puntos farmacofóricos que cumple la molécula. 
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4 Discusión  
 El principal uso de los antagonistas no peptídicos del NK1-R como vimos, es su uso 
terapéutico no solo en el tratamiento del dolor,  sino también, en el tratamiento de la 
emésis durante la quimioterapia, entre otras patologías importantes en las cuales 
interviene este receptor. Dado que no se conoce su estructura 3D se han elaborado 
varios modelos, a partir de estructuras conocidas como la Rodopsina Bovina (9) (111), 
la recientemente publicada estructura del Receptor Delta opioide humano, se usó 
como plantilla por su alta resolución (permite  mayor exactitud el área geométrica y 
determinación de distancias), alto porcentaje de homología de secuencia, siendo la 
mejor elección para obtener un modelo válido y confiable (2) (111). Un importante 
parámetro para la seguridad del modelo, su exactitud y precisión es la elección de la 
plantilla, con la mejora de las técnicas de Cristalografía de Rayos X, se ha podido 
mejorar la resolución de las estructuras obtenidas. Cristalografías como en el caso del 
D-OR con 1,8 Å (112) se deben considerar,  además de la relación filogenética de la 
proteína a modelar con la proteína template (alto porcentaje de homología de 
secuencia) datos importantes que hay que analizar para la correcta elección del 
template y por consiguiente mayor exactitud del modelo refinado. 
Se utilizó el complejo ligando-receptor para la obtención del modelo para reducir los 
tiempos requeridos hasta alcanzar el equilibrio, ya que se sabe el anclaje del receptor 
con su ligando estabiliza el sistema, logrando alcanzar el equilibrio rápidamente (113). 
En nuestro caso se obtuvo de la estructura promedio del área entre 480 y 500 nm del 
RMSD total del sistema, aunque la estabilidad del sistema se inició a los 120 nm como 
se puede apreciar en la Figura 14.  
Durante el análisis del sitio de unión, en concordancia con varios autores uno de los 
enlaces importantes para la mayoría de los antagonistas evaluados fue el enlace de 
hidrógeno con el residuo Gln165 (104) (106),  otros residuos como His 197 en la TM5,  
son importantes para el antagonista CP96, 345 formando la interacción amino-
aromática con el grupo metil bi-fenil (106). Para el  antagonista  MDL 103,392 se 
observan otras interacciones de tipo hidrofóbico con Ile 204 en la hélice 4 (67), Phe 
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264, His 265 en la hélice 6, Try 287 en la hélix 7 (85), Phe 268 (86). Coincidimos con 
Fong y otros autores (67) en que existen interacciones dominantes para ciertos 
ligandos, otros residuos  sirven para estabilizar de manera más eficiente y conseguir 
una alta afinidad del ligando, como demuestran que para el caso del SR 140333 y el RP 
67580, donde la His 197 no tiene la misma importancia que para el CP 96,345 (102) 
(80; 103) . 
Los estudios de mutagénesis dirigida confirman el hecho que las sustituciones de los 
residuos involucrados por ejemplo en un área de interacción hidrofóbica-aromática 
con residuos polares generan una esperada disminución  en la afinidad del ligando. 
Un grupo Hidrofóbico (cabeza) y un grupo aceptor, anclados con un enlace de 
hidrogeno determinado por grupo de interacción donante-aceptor y otras 2 
interacción de conformación aromática e hidrofóbica (cola) conforman el farmacóforo 
definido, que  resulta importante para el diseño y desarrollo de nuevos antagonistas 
pero puede haber diferencias para ser establecido como única área 3D para diferentes 
tipos de compuestos o antagonistas no peptídicos. 
Desde el punto de vista metodológico nuestros resultados evidencian la utilidad de la 
modelización por homología y la dinámica molecular  de MD como herramientas útiles 
para la elaboración de modelos refinados confiables para ser usados en el diseño de 
fármacos y para focalizar futuros estudios experimentales de mutagénesis dirigida. 
Estudiar por ejemplo las otras interacciones sugeridas durante los diferentes docking 
efectuados. Debemos puntualizar que en este estudios solo se realizó una simulación 
de MD de 500 ns,  se sugiere realizar un mayor número de simulaciones con diferentes 
ligandos y comparar las estructuras para determinar si existen cambios estructurales 
dependiendo del ligando que interactúa con el NK1R durante la MD. 
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5 Conclusiones 
En el presente estudio se ha obtenido una estructura 3D de NK-1r obtenida por 
Modelización por Homología usando la estructura 3D recientemente publicada  del 
receptor D-Opioide humano como plantilla, representando la estructura inactiva. 
Hemos modelados no solo los 7 segmentos transmembrana si no los lazos o loops, el 
modelo completo fue evaluado energéticamente y según su geometría, además de 
refinado por DM. Podemos concluir que: 
• Mediante dinámica molecular se mejoran las características del modelo 3D de 
Receptor de Neuroquinina, el hecho de modelar el sistema ligando-receptor 
en estado activado permite alcanzar la estabilidad del sistema a los 120 ns 
aunque el hecho de prolongar la DM hasta los 500 ns  brinda una mayor 
fiabilidad al modelo refinado. 
 
•  El modelo refinado conserva toda la topología de la familia A de los GPCR y 
la ubicación de los residuos hidrofóbicos e hidrofílicos, así como el análisis 
RMSD y RMSF,  confirman la estabilidad de la estructura refinada,  además los 
dockings obtenidos cumplen con las interacciones ligando-receptor respaldadas 
por diferentes estudios de mutagénesis dirigida de la literatura, lo cual confiere 
mayor robustez al modelo. 
 
• El farmacóforo 3D obtenido por superposición de 5 antagonistas no peptídicos, 
definido por los grupos o elementos farmacofóricos, permite aproximar la 
localización espacial de las relaciones moleculares que permiten el 
reconocimiento del ligando, como se corrobora con el cumplimiento del mismo 
por los otros 3 fármacos evaluados, permitiendo direccionar los arreglos 
conformacionales del ligando, y ser usado en el diseño inteligente de nuevos 
fármacos antagonistas del NK1R.  
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Anexo A .1 Familias de GPCRs 
 
Figura 1: Dendograma  de la superfamilia de GPCR humano con las estructuras cristalinas obtenidas, sobre la base de 
similitud de secuencia en el dominio de siete transmembrana s .De acuerdo con esta notación, los GPCR humanos incluyen 
la Clase A (familia Rodopsina), Clase B (Secretor y familias de adhesión), Clase C (familia glutamato) y Frizzled/TAS2 
familia.  
La familia Rodopsina se divide en grupos (α-γ). GPCR pueden estar más lejos provisionalmente divididos en grupos (por 
ejemplo, aminérgico), subfamilias (por ejemplo, adrenérgicos u opioide) e individuales Subtipos de GPCR (por ejemplo, 
receptor de la dopamina subtipo D3). Los receptores olfativos comprenden la mayor concentración distinta de 388 receptores 
(sólo 4 subtipos mostrados) en δ-grupo de la Clase A (Familia Rodopsina) de los GPCRs. Las taquininas se encuentran en 
grupo beta. 
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Anexo A .2 Alineación de Receptores NK1R de algunas especies y 
NK1, NKA y NKB.  
 
Fig. 28: Secuencias comparadas utilizando Cluster W, comparamos NK1R de especies como humano, rata y ratón además de 
receptores NKA y NKB, señalando regiones conservadas y semi conservadas,  señalando en rojo el DRY motif, indicando las C 
cisteínas del puente disulfuro en flecha negra, flecha roja el sitio de palmoitilación, las elipses sitios potenciales de fosforilación de 
serina y treonina que intervienen en la activación de la proteína G. 
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Anexo A .3 Alineación de secuencias múltiples 
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Anexo A .4 Información del Delta Opioide receptor. 
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Anexo A .5 Agonistas y antagonistas de NK1R 
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Anexo A .6 Geometría del Modelo del NK1R según Ramachandran 
Plot   
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Anexo A .7 Docking del Prototipo de NK1R con CP936543. 
 
Fig. Arriba: Ubicación del ligando–receptor   Abajo: las Anclaje con  CP96345. 
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Anexo A .8 Estructuras de los ligandos no peptídicos de NK-1R 
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